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1 Einleitung 
Nanotechnologie gilt als Schlüsseltechnologie des 21. Jahrhunderts: nicht nur Wissenschaft, 
sondern auch Wirtschaft und Politik setzen große Erwartungen in die gezielte technologische 
Nutzung nanostrukturierter Materie. Der Nanotechnologie wird ein enormes Wachstums– 
und Entwicklungspotenzial zugeschrieben; aller Wahrscheinlichkeit nach wird diese zu-
kunftsweisende Technologie nicht nur auf verschiedenste Bereiche Einfluss nehmen, sondern 
auch komplett neue Märkte erschließen. Verschiedenen Marktforschungsinstituten zufolge 
lag der Weltmarkt im Bereich der Nanotechnologie für das Jahr 2011 bei einem Wert von ca. 
93 Milliarden USD. Internationale Prognosen gehen bis 2015 von einer weltweiten Wert-
schöpfung von Gütern mit einem Marktwert von bis zu 3 Billionen USD aus [BMBF 2011]. 
Neben derartigen Prognosen wird die zunehmende Bedeutung dieser Technologie aber auch 
anhand der stark zunehmenden Vielfalt der Produkte verdeutlicht, bei denen neuartige 
Nanomaterialien bereits heute Verwendung finden. Dabei sind derartige Produkte längst 
nicht mehr nur auf Bereiche wie Forschung, Industrie, Pharmazie, Medizin, Bio-und 
Umwelttechnik beschränkt, sondern sind auch immer häufiger in Konsumgütern und 
Gegenständen des täglichen Bedarfs zu finden. Zurzeit stehen dabei vor allem Produkte aus 
dem Bereich Kosmetik sowie der Bekleidungsindustrie im Vordergrund, wobei künftig 
jedoch auch mit einem zunehmenden Einsatz in Nahrungsergänzungsmitteln und Lebens-
mitteln zu rechnen ist [BfR 2008]. 
Während die Entwicklung immer schneller verläuft und die Vermarktung nanotechno-
logischer Produkte stetig zunimmt, liegt oft nur eine unzureichende oder unvollständige 
Risikobewertung dieser neuartigen Materialien vor. So kommt das Bundesinstitut für 
Risikobewertung (BfR) in Deutschland in einer Stellungnahme aus dem Jahr 2008 zu dem 
Schluss, dass eine wissenschaftliche Risikobewertung der Nanotechnologie aufgrund der 
Vielfalt der Strukturen und Materialien sowie ihrer Verwendung nie in ihrer Gesamtheit 
erfolgen kann, sondern für jeden Stoff einzeln erfolgen muss [BfR 2008]. Zu einer ähnlichen 
Einschätzung kommt im Jahr 2009 auch die Europäische Behörde für Lebensmittelsicherheit 
(European Food Safety Authority – EFSA), die hinsichtlich einer Risikobewertung von 
synthetisch hergestellten Nanomaterialien in Lebensmitteln auf eine unzureichende Daten-
lage bezüglich der Exposition sowie Toxizität der Materialien verweist, weshalb eine Risiko-
bewertung immer nur für den jeweiligen Einzelfall durchgeführt werden kann [EFSA 2009]. 
Angesichts des zunehmenden Einsatzes nanotechnologischer Anwendungen in Konsum-
gütern – abseits von Forschung und Wissenschaft – werden darüber hinaus von ver-
schiedenen Seiten Forderungen nach international abgestimmten Definitionen und 
Standards sowie nach gesetzlichen Rahmenbedingungen laut, die den Umgang mit dieser 
Technologie regeln. In diesem Zusammenhang legte die Europäische Kommission am 
18. Oktober 2011 erstmals eine einheitliche Definition für Nanomaterialien vor und folgte 
damit den wissenschaftlichen Empfehlungen des Scientific Committee on Emerging and Newly 
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Identified Health Risks (SCENIHR) und des Joint Research Centre (JRC). Dieser Definition zu-
folge sind Nanomaterialien Stoffe, deren Bestandteile zum überwiegenden Teil Dimensionen 
zwischen 1 - 100 nm aufweisen. Da bestimmte Definitionskriterien teilweise stark umstritten 
sind, wird für das Jahr 2014 eine Neubewertung der Definitionskriterien auf Grundlage 
aktueller wissenschaftlicher und technologischer Erkenntnisse angestrebt. Darüber hinaus 
lassen verschiedene Bestrebungen seitens der Politik das Interesse erkennen, zu einer 
Schließung von Erkenntnislücken bezüglich der Risikobewertung der Nanotechnologie bei-
zutragen, um dadurch eine sichere Erschließung dieses neuen Technologiefeldes zu gewähr-
leisten. Dies wird anhand der Förderung einer Reihe von Forschungsprojekten durch 
nationale sowie multinationale Regierungsorganisationen deutlich, die neben einer an-
wendungsorientierten Nutzung der Nanotechnologie auch die Erfassung potenzieller 
Risiken für Gesundheit und Umwelt zur Zielsetzung haben. In diesem Zusammenhang wird 
beispielhaft auf den „Aktionsplan Nanotechnologie 2015“ im Zuge der Hightech-Strategie 
des Bundesministeriums für Bildung und Forschung (BMBF) in Deutschland sowie auf die 
Förderung der Risikoforschung zur Nanotechnologie im Zuge des erst kürzlich aus-
gerufenen 7. Forschungsrahmenprogramms der Europäischen Union verwiesen. 
Bereits vorliegende Studien zum toxikologischen Potenzial von Nanomaterialien lassen 
teilweise adverse Effekte erkennen, die jedoch stark von Partikeleigenschaften wie Größe, 
Morphologie und Kristallinität sowie von den Inkubationsbedingungen abhängen können. 
Des Weiteren lag der Fokus der bisherigen Risikobewertung von Nanomaterialien vor allem 
auf einer gesundheitlichen Schädigung des Respirationstraktes infolge einer inhalativen 
Aufnahme, wohingegen die Auswirkungen von Nanomaterialien im Gastrointestinaltrakt 
(GIT) nur unzureichend erforscht sind. Im Zuge einer präventiven Risikoforschung und vor 
dem Hintergrund des zunehmenden Einsatzes nanotechnologischer Anwendungen in 
Konsumgütern sowie einer möglichen Anreicherung in der Nahrungskette aufgrund eines 
erhöhten Umwelteintrags erscheinen weitere Studien, die den Zusammenhang von Struktur, 
Größe und Oberflächeneigenschaften dieser Materialien sowie deren Wirkungen im GIT 
untersuchen, dringend notwendig. 
In diesem Zusammenhang soll in der vorliegenden Arbeit das toxikologische Potenzial 
amorpher Silica-Nanopartikel (SiO2-NP), die vor allem lebensmitteltechnologische Relevanz 
besitzen, in humanen Kolonkarzinomzellen (HT29) erfasst werden. Darüber hinaus soll auch 
das genotoxische Potenzial verschiedener Platin-Nanopartikel (Pt-NP) eingehend untersucht 
werden, die im Gegensatz zu den SiO2-NP, als Modellsubstanz einer nanostrukturierten 
Kontaminante der Nahrungskette angesehen werden können. 
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2 Theoretischer Hintergrund 
2.1 Begriffe und Definitionen im Bereich der Nanotechnologie 
Im Zusammenhang mit dem Bereich der Nanotechnologie und –toxikologie herrscht eine 
Begriffsvielfalt, die im folgenden Abschnitt erläutert und definiert werden soll.  
2.1.1 Nanotechnologie  
Der Begriff der Nanotechnologie hat sich in den letzen zehn bis fünfzehn Jahren als eine Art 
Oberbegriff für ein interdisziplinäres Forschungs- und Technologiegebiet etabliert, dessen 
Gemeinsamkeit im Aufbau und in der Manipulation von Strukturen und Prozessen auf der 
Nanometerskala begründet liegt. Dabei wird durch die Vorsilbe „Nano“, die sich von dem 
griechischen Wort nános = Zwerg ableitet und den milliardsten Teil (10-9) eines Objekts be-
schreibt, primär über den Größenbezug eine Zusammengehörigkeit hergestellt. Dies darf 
jedoch nicht als abschließende Beschreibung und Definition verstanden werden, sondern 
vielmehr als eine grobe Annäherung. Die Schwierigkeit einer exakten Definition ergibt sich 
aus der Tatsache, dass die Nanotechnologie ein sehr heterogenes Forschungs- und Techno-
logiefeld ist, das einerseits verschiedenste Bereiche der Naturwissenschaften, wie Physik, 
Chemie, Biologie, Medizin und Pharmazie und andererseits verschiedene Ingenieurwissen-
schaften, wie Maschinenbau und Elektrotechnik, vereinigt. Angesichts dieser Tatsache ge-
staltet sich eine genaue Definition und Abgrenzung der Begriffe untereinander als schwierig, 
da in den unterschiedlichen Fachrichtungen zum Teil überlappende bzw. widersprüchliche 
Bezeichnungen zu finden sind [Fiedeler et al. 2008, Gaszó et al. 2007, Paschen et al. 2004, Pelka 
2010]. 
So gehen bspw. die Auffassungen darüber, welche Strukturen unter den Begriff „Nano“ 
fallen, weit auseinander und führen zum Teil zu einer uneinheitlichen Verwendung. Da die 
meisten physiko-chemischen „Nanoeffekte“ erst ab einer Größenordnung unterhalb von 
30 nm – 50 nm in Erscheinung treten (siehe Abschnitt 2.2) [Krug und Wick 2011, Rubahn 
2004, Wegner und Pratsinis 2004], erscheint es aus der Sicht der Materialwissenschaften un-
nütz, den Größenbereich der Nanotechnologie weit darüber hinaus zu definieren. Dagegen 
ist aus Sicht der biologisch-toxikologischen Bewertung der Materialien eine scharfe Ein-
grenzung des Nanotechnologiebegriffs auf 100 nm nicht sinnvoll, da abhängig von den vor-
liegenden Reaktionspartnern oder biologischen Strukturen in einer Zelle auch größere 
Strukturen (Partikel bis 200 nm - 300 nm) relevant sein können. Dieser Aspekt wurde unter 
anderem auch vom Schweizer Aktionsplan zur Nanotechnologie aufgegriffen und schließt 
im Sinne der Vorsorge auch Partikel bis 300 nm oder gar 500 nm mit ein [Krug und Wick 
2011]. 
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Nichtsdestoweniger verlangt gerade diese Interdisziplinarität ein hohes Maß an 
Kommunikation und Austausch zwischen den einzelnen Disziplinen und damit einheitlich 
definierte Begriffe. Darüber hinaus müssen auch im Sinne der Risikoanalyse und toxiko-
logischen Bewertung klare Bezeichnungen und Abgrenzungen vorliegen, um gezielte Aus-
sagen treffen zu können [Gaszó et al. 2007, Krug 2005]. 
In diesem Kontext haben sich internationale Organisationen wie die Organisation für 
wirtschaftliche Zusammenarbeit und Entwicklung (Organization for Economic Co-operation and 
Development; OECD) oder die Internationale Organisation für Normung (International 
Organisation for Standardization; ISO) die Harmonisierung der Terminologie (siehe Abschnitt 
2.1.2) zur Aufgabe gemacht und im Wesentlichen den Bereich zwischen 1 nm - 100 nm1 als 
relevant definiert [Krug und Wick 2011]. 
2.1.2 Begriffsdefinitionen nach der Internationalen Organisation für Normung 
In dem Bestreben, eine internationale Harmonisierung zu erzielen, wurde durch die ISO 
das technische Komitee Nanotechnologies (ISO/TC 229) gegründet, das mit der Aufgabe be-
traut wurde, eine einheitliche Terminologie sowie eine hierarchische Ordnung im Bereich 
der Nanotechnologie zu etablieren. In Abbildung 2.1 wird eine Übersicht über die Begriffe 
sowie über die hierarchische Gliederung im Bereich der Nanotechnologie gegeben. 
Grundsätzlich wird hierbei zwischen „normaler Materie“ und „Nanomaterie“ unter-
schieden, wobei ausschlaggebendes Kriterium für die Zugehörigkeit zum Letzteren das Vor-
handensein von mindestens einer nanoskaligen externen oder internen Dimension ist. Des 
Weiteren wird zwischen nanostrukturierter Materie und Nanoobjekten unterschieden. Mit 
der Veröffentlichung der ISO/TS 27687:2008 wurden 2008 bereits erste Begriffe für Nano-
objekte definiert (siehe Abbildung 2.1, farblich hinterlegter Bereich). Nach diesen 
Definitionen gehören Nanopartikel (NP) zu den Nanoobjekten und weisen in allen drei 
Dimensionen eine räumliche Ausdehnung im nanoskaligen Bereich, d. h. zwischen 
1 nm - 100 nm, auf [ISO 2008, Pelka 2010, Pridöhl 2007]. 
Demgegenüber steht die nanostrukturierte Materie, deren Ausdehnung nicht mehr im 
nanoskaligen Bereich liegt, deren innerer Aufbau jedoch aufgrund einzelner Nanostrukturen 
Dimensionen im nanoskaligen Bereich aufweist. Zu dieser Kategorie zählen auch die so-
genannten Aggregate und Agglomerate. Die Terminologie für diesen Bereich soll in der 
ISO/TS 12901 festgelegt werden, unterliegt zurzeit jedoch noch der Bearbeitung durch das 
Komitee und ist noch nicht veröffentlicht. 
Aggregate und Agglomerate 
Die Verwendung der Begriffe Agglomerat und Aggregat wird in der Literatur unterschied-
lich gehandhabt, sodass zum Teil verwirrende und widersprüchliche Definitionen existieren 
[Nichols et al. 2002]. Im Folgenden werden die Begriffe Agglomerat und Aggregat nach der 
ISO/TS 27687:2008 erläutert und im weiteren Verlauf dieser Arbeit entsprechend verwendet. 
                                                          
 
1 Der Größenbereich zwischen 1 nm – 100 nm wird im Folgenden auch als nanoskalig bezeichnet. 
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Abbildung 2.1: Übersicht über die hierarchische Gliederung sowie Begriffsabgrenzungen im Bereich der Nanotechnologie 
[modifiziert nach Pelka 2010, Pridöhl 2007] 
Die Definition der ISO/TS 27687:2008 beschreibt ein Agglomerat als eine lose Ansammlung 
schwach aneinander gebundener Partikel, Aggregate oder eine Mischung beider Strukturen. 
Ein wesentliches Merkmal des Agglomerats ist, dass die Oberfläche in etwa der Summe der 
Oberflächen aller Einzelpartikel entspricht. Die Partikel in einem Agglomerat werden dabei 
durch schwache Kräfte, wie van-der-Waals- oder elektrostatische Kräfte sowie zum Teil auch 
durch Oberflächenspannung zusammengehalten. Ein Aggregat dagegen besteht aus fest an-
einander gebundenen Partikeln, wobei die Oberfläche signifikant kleiner als die berechnete 
Oberfläche aus der Summe der Einzelpartikel ausfallen kann. Die Partikel in einem Aggregat 
werden durch stärkere Kräfte wie kovalente Bindungen oder Versinterung zusammen-
gehalten. Die am Aufbau solcher Zusammenlagerungen beteiligten Partikel werden als 
Primärpartikel bezeichnet, wohingegen sowohl Agglomerate als auch Aggregate als 
Sekundärpartikel gelten [FAO/WHO 2009, ISO 2008]. 
2.2 Spezifische Eigenschaften von Nanopartikeln 
Makroskopisch strukturierte Materie2 gleicher chemischer Zusammensetzung zeigt un-
abhängig von ihrer Größe untereinander vergleichbare physikalische und chemische Eigen-
schaften. Die Besonderheit von nanostrukturierter Materie liegt darin, dass sie im Über-
gangsbereich zwischen kontinuierlichen makroskopischen und molekularen Strukturen an-
gesiedelt ist. Bestimmte physikalische Materialeigenschaften, die im Makroskopischen 
größenunabhängig waren, wie bspw. Schmelzpunkt oder kristalline Strukturen, treten im 
Nanobereich neu in Erscheinung oder verändern sich mit der Partikelgröße. Hierbei lässt 
                                                          
 
2 Im Folgenden wird darunter Materie verstanden, deren Ausdehnung mindestens noch im Mikrometerbereich 
liegt. 
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sich für das beginnende abweichende Verhalten keine exakte Grenze definieren, da diese 
von verschiedensten Faktoren wie dem Material selbst und dessen kristalliner Struktur, aber 
auch von äußeren Bedingungen wie Temperatur und Druck abhängig ist. Dennoch kann die 
Veränderung physikalischer Materialeigenschaften grob auf einen Bereich zwischen 
1 - 50 nm eingegrenzt werden. Kleinere Strukturen weisen eher molekulare Eigenschaften 
auf, während größere Strukturen langsam wieder die Charakteristika kontinuierlicher, 
makroskopischer Materie annehmen [Rubahn 2004, Wegner und Pratsinis 2004]. 
Grundsätzlich kann zwischen zwei Arten von nanospezifischen Effekten unterschieden 
werden, den Quanten- und den Oberflächen-abhängigen Effekten, die im Folgenden er-
läutert werden. 
2.2.1 Quanteneffekte 
Im Falle von Halbleitern und Metallen führt der geringe Partikeldurchmesser im Nano-
meterbereich zum Auftreten quantenmechanischer Effekte, die vor allem die optischen und 
optoelektronischen Eigenschaften des Materials betreffen. Diese Effekte beruhen in der Regel 
auf dem sog. quantum confinement effect (QCE), der auftritt, sobald die Größe des nano-
strukturierten Objekts vergleichbar mit der charakteristischen Längenskala wird, die die 
Kohärenz seiner Wellenfunktion bestimmt [Rubahn 2004]. 
Durch Absorption eines Photons kann ein Elektron (e-) aus dem Valenzband eines Halb-
leiterkristalls angeregt werden und die Bandlücke zum Leitungsband überwinden. Das e- 
und das entgegengesetzt geladene, im Valenzband zurückbleibende Loch bilden ein ge-
bundenes Elektronen-Loch-Paar (Exziton). Das Exziton kann sich mit seiner Anregungs-
energie im Halbleiterkristall frei bewegen, was u. a. zur elektrischen Leitfähigkeit von Halb-
leitern führt. Das entstandene Exziton erfährt dabei aufgrund seiner gegensätzlichen Ladung 
(e- negativ, Loch positiv) eine Coulomb-Wechselwirkung. Die Situation ist der in einem 
H-Atom ähnlich und kann quantenmechanisch auf analoge Weise beschrieben werden. 
Aufgrund der geringen Massen von e- (me) und Löchern (mh) sowie der relativ großen Di-
elektrizitätskonstanten (ε) von Halbleitern ergeben sich für die Exzitonen Bohrradien (a0) 
zwischen 5 nm – 50 nm, was auf der atomaren Skala verhältnismäßig groß ist (siehe 
Gleichung (2.1)) [Rubahn 2004, Wegner und Pratsinis 2004]. 
 
   
   
  
 
 
  
 
 
  
  (2.1) 
Wird durch eine halbleitende Struktur in einer Dimension(Quantengas) bzw. zwei 
(Quantendraht) oder drei Dimensionen (Quantenpunkt) dieselbe Größenordnung wie die 
des Bohrradius bzw. der de Broglie Wellenlänge der Exzitonen erreicht, können sich diese 
nicht mehr frei in alle Richtungen bewegen, was eine Verringerung des Exzitonradius zur 
Folge hat. Eine Verringerung des Radius führt zu einer Erhöhung der kinetischen Energie 
der Ladungsträger, wodurch die Bandlücke vergrößert und die kontinuierliche Struktur von 
Valenz- und Leitungsband in diskrete quantisierbare Energieniveaus aufgespalten wird. 
Eine Folge ist, dass Quantenpunkte (quantum dots, QD) Licht erst bei kürzeren Wellenlängen 
absorbieren. Als weitere Folge wird eine größenabhängige Lichtemission der Partikel bei 
gleicher Anregungswellenlänge beobachtet. Dies beruht darauf, dass mit abnehmendem 
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Partikeldurchmesser die diskreten Energieniveaus immer weiter aufgespalten werden, 
wodurch die abgegebene Energie beim Übergang des e- aus dem Angeregten- in den Grund-
zustand steigt. Dies kann im einfachsten Fall mit dem „Teilchen im Kasten“-Modell ver-
anschaulicht werden, aus dem die Gleichung (2.2) hergeleitet werden kann [Rubahn 2004, 
Wegner und Pratsinis 2004]. 
   
    
    
 (2.2) 
Eine Abnahme des Partikeldurchmessers (L) führt nach dieser Gleichung zur Emission von 
Lichtquanten mit höherer Energie (E) und kürzeren Wellenlängen. Dieser auch als Blauver-
schiebung bekannte Effekt ist in Abbildung 2.2 am Beispiel von CdS/ZnS QD dargestellt 
[Goldman et al. 2006]. Bei Metallen treten solche Effekte aufgrund der fehlenden Bandlücke 
und der damit einhergehenden geringen Abstände der relevanten Energieniveaus erst bei 
relativ geringen Partikeldurchmessern von einigen Nanometern auf [Rubahn 2004, Wegner 
und Pratsinis 2004]. 
 
Abbildung 2.2: Größenabhängige Lichtemission von CdS/ZnS QD [Goldman et al. 2006] 
2.2.2 Oberflächenabhängige Effekte 
Eine der Ursachen für die abweichenden, nanospezifischen Eigenschaften ist die stark er-
höhte spezifische Oberfläche (SOF) der Partikel. Mit abnehmendem Partikeldurchmesser 
steigt bei einem Partikel die Anzahl der Atome, die Anteil an dessen Oberfläche haben. So 
sind bei einem 10 nm großen NP, der in etwa aus 30.000 Atomen besteht, bereits 20 % an 
dessen Oberfläche beteiligt. Durch weitere Abnahme des Partikeldurchmessers auf bspw. 
5 nm, 2 nm oder 1 nm steigt dieser Anteil exponentiell auf 40 %, 80 % bzw. 99 % an. 
Entsprechend steigt auch das Verhältnis von Oberflächenatomen zur Gesamtzahl bzw. zu 
den partikelinternen Atomen, wie in Abbildung 2.3 zu erkennen ist.  
Im Unterschied zu partikelinternen Atomen sind Oberflächenatome nur zum Partikel-
inneren hin mit gleichartigen Atomen umgeben und nach außen hin koordinativ und 
elektronisch ungesättigt, wodurch sie eine höhere Reaktivität aufweisen. Dies führt dazu, 
dass mit einer Abnahme des Partikeldurchmessers Veränderungen verschiedener Material-
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größen wie dem Schmelzpunkt sowie thermodynamisch stabiler Kristallstrukturen auftreten 
[Wegner und Pratsinis 2004]. 
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Abbildung 2.3: Verhältnis von Oberflächenatomen zur Gesamtanzahl der Atome eines Partikels in  
Abhängigkeit des Partikeldurchmessers [Kreyling et al. 2006]. 
Bedingt durch die starke Oberflächenkrümmung bei kleinen Partikeldurchmessern und der 
dadurch geringen Anzahl an Kontaktpunkten mit Nachbaratomen weisen die Oberflächen-
atome von NP eine höhere Mobilität als jene von makrostrukturierten Materialien auf. NP 
haben dadurch einen höheren Gleichgewichtsdampfdruck und als Folge einen niedrigeren 
und größenabhängigen Schmelzpunkt. Dies konnte von Buffat und Borel [1976] am Beispiel 
2 - 5 nm großer Au-NP gezeigt werden [Buffat und Borel 1976, Wegner und Pratsinis 2004]. 
Des Weiteren werden bevorzugt kristalline Phasen gebildet, die eine geringere Oberflächen-
energie aufweisen. So konnte von Gryaznov und Trusov [1993] gezeigt werden, dass die 
Metalle Nb, Mo, W und Ta, die im makroskopischen Bereich ein kubisch-raumzentriertes 
Kristallgitter bilden, bei einer Größe von 5 - 10 nm dazu tendieren, kubisch flächenzentrierte 
bzw. hexagonale Gitter auszubilden [Gryaznov und Trusov 1993, Wegner und Pratsinis 
2004]. Dies kann dazu führen, dass die Nanomaterialien neue Eigenschaften aufweisen oder 
aber auch Eigenschaften verlieren, die im Makroskopischen vorhanden sind. So wurde von 
Chandler et al. [1993] über den Verlust der ferroelektrischen Eigenschaften von BaTiO3 im 
nanoskaligen Bereich berichtet [Chandler et al. 1993, Wegner und Pratsinis 2004]. Darüber 
hinaus konnte die Beeinflussung weiterer thermodynamischer Größen durch die Partikel-
größe festgestellt werden, darunter eine Erhöhung der spezifischen Wärmekapazität [Rupp 
und Birringer 1987] oder aber eine Zunahme der Löslichkeit von Fremdatomen wie Wasser-
stoff in nanokristallinem Pd [Kirchheim et al. 1988, Wegner und Pratsinis 2004].  
Eine der am häufigsten genutzten Eigenschaften von NP ist ihre erhöhte katalytische 
Aktivität. Die größenabhängige Reaktivität ist dabei keine ganz neue Entdeckung und wird 
im Bereich der heterogenen Katalyse bereits seit Jahrzehnten eingesetzt. Dennoch kann die 
Effektivität der Katalysatoren durch nanospezifische Eigenschaften weiter verbessert 
werden. Ausschlaggebend im Falle der NP ist die hohe SOF mit den koordinativ und 
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elektronisch stark ungesättigten Oberflächenatomen. Zudem existiert allein aufgrund der 
größeren Oberfläche eine höhere Anzahl möglicher katalytisch aktiver Zentren pro Einheit 
Katalysatormasse. Darüber hinaus besitzen NP aufgrund der erhöhten Anzahl an Ober-
flächenatomen oft eine höhere Anzahl an Kristallgitterdefekten, die durch veränderte 
atomare Bindungslängen und Spannungen im Kristallgitter zustande kommen. Diese 
können zusammen mit weiteren Faktoren, wie einer erhöhten elektrischen Leitfähigkeit und 
Ionenmobilität von nanokristallinen Oberflächen, möglicherweise zu einer verbesserten 
Aktivität nanoskaliger Katalysatoren beitragen [Wegner und Pratsinis 2004]. 
Neben der größenabhängigen Veränderung chemischer und physikalischer Eigenschaften 
werden auch gezielt strukturelle Eigenschaften genutzt. So werden nanoporöse Materialien 
aufgrund ihrer großen inneren Oberfläche für Absorptionszwecke aber auch zur 
Speicherung und Freisetzung von Wirkstoffen diskutiert. Darüber hinaus werden gerade im 
Bereich der Katalyse poröse nanostrukturierte Materialien, wie Zeolithkatalysatoren, auf-
grund ihrer veränderten Stofftransportlimitierungen zur Verbesserung der Selektivität aus-
genutzt [Wegner und Pratsinis 2004].  
2.3 Vorkommen und Verwendung 
Neben den anthropogen erzeugten NP werden vor allem durch eine Vielzahl natürlicher 
Prozesse, wie Waldbrände, Vulkanausbrüche, Sandstürme oder infolge einfacher Erosion, 
große Mengen an NP gebildet [Buzea et al. 2007, Krug und Wick 2011]. Schätzungen zufolge 
werden lediglich 10 % der weltweit gebildeten Aerosole durch den Menschen verursacht, 
während die restlichen 90 % natürlichen Ursprungs sind. Die Zusammensetzung der natür-
lichen NP ist meist sehr komplex und unterscheidet sich je nach Bildungsort. Dennoch sind 
NP, die durch Vulkane und Sandstürme gebildet werden, meist mineralischen Ursprungs, 
während NP aus Waldbränden organische Komponenten sowie hohe Anteile an Ruß-
partikeln aufweisen [Buzea et al. 2007]. 
Bei den durch Menschen erzeugten Nanopartikeln unterscheidet man im Allgemeinen 
zwischen den gezielt synthetisierten (engineered NP; ENP) und den ungewollt verursachten, 
als Schadstoff oder Nebenprodukt anfallenden NP, die zur Abgrenzung in der Literatur oft 
auch als ultrafeine Partikel bzw. Ultrafeinstaub (ultrafine particulate matter; UFP) bezeichnet 
werden [Höpker et al. 2007]. 
Letztere werden zum Großteil durch Verbrennungsprozesse, wie sie in Verbrennungs-
maschinen, Industrieanlagen oder Kraftwerken stattfinden, gebildet und anschließend un-
gewollt in die Umwelt eingetragen. Bei den entstehenden NP ist vor allem carbon black (CB) 
bzw. Industrieruß zu nennen, das einerseits zwar gezielt industriell hergestellt wird, 
andererseits aber auch durch industrielle Verbrennungsprozesse sowie durch Verbrennung 
von schwerem Heizöl gebildet und in die Umwelt eingetragen wird. Dagegen entstehen 
bspw. beim Betrieb von Dieselmotoren komplexe Partikelgemische, die sich aus Ruß, 
Sulfaten, Schmierstoffen, unverbrannten Treibstoffresten und polyzyklischen aromatischen 
Kohlenwasserstoffen zusammensetzen und eine durchschnittliche Partikelgröße zwischen 
5 - 20 nm aufweisen. Partikel, die auf diese Art gebildet wurden, werden in der Literatur 
zum Teil auch als combustion derived particles (CDNP) bezeichnet. Eine weitere Quelle 
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anthropogener Nanopartikel sind Schweißarbeiten, bei denen NP in Form eines Aerosols, 
des Schweißdampfes, auftreten und dadurch leicht eingeatmet werden können. Aufgrund 
der hohen Temperaturen beim Schweißen werden hierbei meist Metalloxide gebildet, die im 
Wesentlichen aus den verschweißten Metallen, darunter Al, Cd, Ch sowie Cu, bestehen 
[Borm et al. 2006, Donaldson et al. 2005]. 
Die technische Herstellung und Nutzung von NP ist ebenfalls keine Erfindung der letzten 
20 – 30 Jahre, sondern wird, wenn auch unbewusst, bereits seit mehreren Jahrtausenden, 
durchgeführt. Bespiele hierfür sind die Wandmalereien der Höhlenmenschen mit Ruß, aber 
auch mittelalterliche Kirchenfenster, die mit Hilfe von Gold-NP rot eingefärbt wurden. Die 
technische Neuerung bei der Entwicklung besteht im Wesentlichen in der Vielzahl der neuen 
Materialien, deren Mischung sowie in der gezielten, anwendungsorientierten Synthese [Krug 
und Wick 2011]. Im Folgenden soll daher ein kurzer Überblick über die wichtigsten Klassen 
verschiedener Nanomaterialien (NM) sowie deren Einsatz in verschiedenen Produkten und 
Anwendungen gegeben werden. Dabei liegt der Fokus auf den wichtigsten Stoffklassen, die 
zurzeit bereits großtechnisch hergestellt werden oder in Produkten und Konsumgütern 
Verwendung finden [Park und Harrison 2007]. 
2.3.1 Kohlenstoffmodifikationen 
Zahlreiche, auf Kohlenstoff basierende, synthetische Nanostrukturen unterscheiden sich be-
trächtlich in ihrer Modifikation und ihren Eigenschaften. Zu unterscheiden sind hierbei CB, 
Fullerene, Kohlenstoffnanoröhren (carbon nanotubes; CNT) [Park und Harrison 2007] und 
neuerdings auch Kohlenstoffquantenpunkte [Baker und Baker 2010]. 
Das mit Abstand am meisten produzierte C-basierte Nanoprodukt ist CB bzw. Industrieruß 
und findet als Massenprodukt ein breites Anwendungsspektrum [Höpker et al. 2007]. Dabei 
sind großtechnisch hergestellte Industrieruße von Schornsteinruß und CDNP zu unter-
scheiden. Während Erstere unter kontrollierten Bedingungen hergestellt werden und eine 
relativ einheitliche Stoffgruppe mit definierten physiko-chemischen Eigenschaften dar-
stellen, fallen CDNP als heterogenes Nebenprodukt mit undefinierter Zusammensetzung bei 
der Verbrennung in Dieselmotoren an (Anwendungsmöglichkeiten siehe Tabelle 2.1) 
[Höpker et al. 2007, Park und Harrison 2007, Raab et al. 2008b]. 
Das bekannteste Beispiel der Fullerene ist das aus 60 C-Atomen aufgebaute „Buckminster-
Fulleren“ (C60), das aus 12 pentagonalen und 20 hexagonalen Ringen aufgebaut ist und eine 
kugelförmig-geschlossene Struktur bildet [Holleman et al. 1995]. Aufgrund ihres 
aromatischen Charakters weisen Fullerene eine hohe Stabilität auf (Anwendungsmöglich-
keiten siehe Tabelle 2.1) [Park und Harrison 2007, Paschen et al. 2004]. 
Strukturell mit den Fullerenen verwandt sind die davon abgeleiteten CNT, die in ein-
wandiger (single-walled carbon nanotubes; SWCNT) oder mehrwandiger (multi-walled carbon 
nanotubes; MWCNT) Form vorkommen können. Im Gegensatz zu Fullerenen sind CNT 
zylinderförmige, aus hexagonalen Kohlenstoffringen aufgebaute Strukturen, die sowohl 
offen als auch geschlossen vorliegen und bis zu 20 cm lang sein können [Lam et al. 2006]. Im 
Prinzip bestehen CNT aus aufgerollten Grafitschichten, die in ihrer einfachsten Form, den 
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SWCNT, Durchmesser zwischen 0,4 – 3 nm aufweisen. Bei MWCNT sind mehrere solcher 
Grafitzylinder konzentrisch umeinander angeordnet, wodurch Durchmesser bis hin zu 
100 nm erreicht werden können [Balasubramanian und Burghard 2005]. SWCNT weisen in 
Abhängigkeit ihres chiralen Vektors entweder die Elektronentransporteigenschaften von 
Halbleitern oder von Metallen auf. Letztere können dabei eine elektrische und thermische 
Leitfähigkeit aufweisen, die sogar über der von Cu liegt. Darüber hinaus besitzen SWCNT 
eine extreme Zugfestigkeit, die, bezogen auf das Verhältnis von Gewicht und Länge, durch 
kein anderes Material übertroffen wird. Aufgrund dessen wird unter anderem ein Einsatz 
zur Strukturverstärkung in Verpackungsmaterialien erforscht (Anwendungsmöglichkeiten 
siehe Tabelle 2.1) [Lam et al. 2006]. 
Die neuste Klasse erst kürzlich entdeckter Nanokohlenstoffmodifikationen sind die Kohlen-
stoffnanopunkte. Diese quasisphärischen Nanopartikel haben einen Durchmesser von 
weniger als 10 nm und zeigen, ähnlich den Halbleiternanokristallen (siehe Abschnitt 2.3.2), 
eine größenabhängige Fotolumineszenz (Anwendungsmöglichkeiten siehe Tabelle 2.1) 
[Baker und Baker 2010]. 
2.3.2 Halbleiternanokristalle 
Halbleiternanokristalle (quantum dots; QD) bewegen sich in einer Größenordnung von 
1 - 10 nm. Der geringe Partikeldurchmesser verursacht eine dreidimensionale räumliche Be-
grenzung von Exzitonen und führt zu einer Reihe neuer optischer und elektronischer Eigen-
schaften (siehe Abschnitt 2.2). Auffälligstes Merkmal der QD ist die größenabhängige 
Emission von Licht spezifischer Wellenlängen [Goldman et al. 2006, Park und Harrison 2007]. 
QD weisen einige optische Vorteile gegenüber herkömmlichen, organischen Fluorophoren 
auf, darunter eine hohe Fotostabilität, eine lange Fluoreszenzdauer, ein breites Absorptions-
spektrum sowie schmale Emissionsbanden. Durch Letztere können QD sehr gut zur 
simultanen Erfassung verschiedener Fluoreszenzsignale in Immunofluoreszenz-Assays ein-
gesetzt werden. Diese optischen Eigenschaften können sowohl durch die chemische Zu-
sammensetzung als auch durch die Teilchengröße beeinflusst werden. Neben den 
Cd-Verbindungen wie CdSe, CdS und CdTe finden auch verschiedene Indiumverbindungen, 
darunter InP und InAs, als Material für QD Verwendung. Der Einsatz der QD wird durch 
ihre relativ hohe Zytotoxizität begrenzt, sodass unter bestimmten Voraussetzungen lediglich 
beschichtete QD für den Einsatz in Immunofluoreszenz-Assays infrage kommen [Feng und 
et al. 2006, Goldman et al. 2006, Park und Harrison 2007]. 
2.3.3 Metalloxide 
Nanopartikulierte Metalloxide haben aufgrund ihrer vielfältigen Eigenschaften bereits jetzt 
ein breites Anwendungsgebiet und zählen damit zu den am meisten produzierten Nano-
materialien. Zu den am meisten verbreiteten Metalloxid-NP zählen Titanoxid (TiO2), 
Aluminumoxid (Al2O3), Zinkoxid (ZnO) und Eisenoxid (Fe2O3) [Höpker et al. 2007]. Obwohl 
Siliziumdioxid (SiO2) ein Halbmetalloxid darstellt, erfolgt die Beschreibung der 
Charakteristika sowie Verwendung aufgrund ähnlicher Eigenschaften dennoch oft in Zu-
sammenhang mit den anderen Metalloxiden. Die Verwendung solcher NP weist eine große 
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Bandbreite auf und reicht von industriellen Produkten bis hin zu Konsumgütern und Gegen-
ständen des täglichen Bedarfs (siehe Tabelle 2.1) [Höpker et al. 2007].  
Mit Abstand am häufigsten wird TiO2 produziert und verwendet. Als Nano-TiO2 mit einer 
durchschnittlichen Partikelgröße zwischen 20 – 80 nm wird es bereits im 4.000 Tonnenmaß-
stab pro Jahr hergestellt, wobei die Tendenz steigend ist. Nanostrukturiertes TiO2 zeichnet 
sich vor allem durch eine hohe Absorption und Streuung von UV-Licht bei gleichzeitiger 
Durchlässigkeit des sichtbaren Teils aus und wird deshalb in Sonnencremes, Kosmetika 
[Höpker et al. 2007] sowie zur Beschichtung von Textilien eingesetzt [Wong et al. 2006]. Diese 
Lichtstreuung von TiO2 kann mithilfe der Mie-Theorie beschrieben werden und zeigt, dass 
im Falle von TiO2 der optimale Partikeldurchmesser für eine effektive UV-Streuung bei 
gleichzeitiger Lichtdurchlässigkeit im Größenbereich von 20 – 50 nm liegt (siehe Abbildung 
2.4) [Schilling et al. 2010, Wong et al. 2006]. 
 
Abbildung 2.4: Transmissionskurven von UV/sichtbarem Licht in Abhängigkeit  
vom Partikeldurchmesser [modifiziert nach Schilling et al. 2010] 
Darüber hinaus wird in der Literatur aufgrund der Fähigkeit von TiO2, fotokatalytisch 
Hydroxylradikale (OH) und Superoxidradikalanionen (O2
-) zu generieren (siehe Abschnitt 
2.7.1) und der sich daraus ergebenden antimikrobiellen und geruchsmindernden Wirkung, 
der Einsatz zur Aufbereitung von Brauchwasser diskutiert [Naidu et al. 2009].  
ZnO, das ähnliche optische Eigenschaften wie TiO2 aufweist, wird ebenfalls als effektiver 
UV-Filter in Kosmetikprodukten und Sonnencremes sowie bei der Beschichtung von 
Textilien verwendet [Höpker et al. 2007, Schilling et al. 2010, Wong et al. 2006]. Weitere An-
wendungsbeispiele von Metalloxid-NP sind in Tabelle 2.1 zu finden. 
Da amorphe SiO2-NP Untersuchungsgegenstand dieser Arbeit sind, wird auf deren Eigen-
schaften, Herstellungsverfahren, Anwendungsmöglichkeiten sowie die bisherige toxiko-
logische Datenlage in Abschnitt 2.10 im Detail eingegangen. 
2.3.4 Metalle 
Rein metallische NP sind chemisch gesehen die einfachste Form anorganischer NP [Park und 
Harrison 2007] und haben aufgrund ihrer Vielfalt ein breites Anwendungsspektrum. Viele 
metallische NP werden im Bereich der heterogenen Katalyse eingesetzt und finden somit oft 
in der chemischen Technik Verwendung. So werden bspw. zur Erhöhung der Effektivität der 
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Schadstoffkonvertierung in Abgaskatalysatoren bereits seit mehreren Jahren nano-
strukturierte Platingruppenelemente (PGE) in der Größenordnung von 1-10 nm auf ebenfalls 
nanostrukturierte Trägermaterialien wie γ-Al2O3 aufgebracht [Holleman et al. 1995, Park und 
Harrison 2007]. 
Ein weiteres Anwendungsbeispiel, das die katalytischen Eigenschaften von metallischen 
NP, im speziellen Fe-NP, ausnutzt, stellt die Grundsanierung von Böden und Grundwasser 
dar, die mit chlorierten organischen Verbindungen wie Trichlorethan, Dichlordiphenyl-
trichlorethan (DDT) oder Dioxinen kontaminiert sind [Park und Harrison 2007]. Sowohl 
Laboruntersuchungen als auch Feldstudien [Elliott und Zhang 2003] konnten eine signi-
fikante Reduktion der Kontaminanten in Böden und im Grundwasser zeigen. Unter-
suchungen haben ergeben, dass die Eigenschaft von nanostrukturiertem Fe, halogenierte 
organische Verbindungen zu zersetzen, vor allem auf dessen stark vergrößerte Oberfläche 
und nicht auf die Anwesenheit zusätzlicher reaktiver Zentren zurückzuführen ist [Tratnyek 
et al. 2005]. 
Im Bereich der Bedarfsgegenstände und Lebensmittelhygiene sind vor allem die antimikro-
biellen Eigenschaften von Silber (Ag) von großem Interesse. Unabhängig von der 
Darreichungsform (Ag, Ag-Salz, Ag-NP) stellen Ag+-Ionen die eigentliche Wirkform dar. 
Dabei beruht die antimikrobielle Wirkung von Ag auf der Schädigung von schwefel- und 
phosphathaltigen Enzymgruppen durch Ag+-Ionen. Untersuchungen von Chiu et al. [2007] 
konnten nachweisen, dass auch für die Wirkung von Ag-NP an der Partikeloberfläche vor-
handene Ag+-Ionen verantwortlich sind. Darüber hinaus konnte eine inverse Korrelation 
zwischen Wirkstärke und Partikeldurchmesser festgestellt werden. Zusätzlich konnte bei 
Studien zur antimikrobiellen Aktivität von Ag-NP eine Einlagerung von NP in die Zellwand 
beobachtet werden, was zu einer Erhöhung der Permeabilität führte. Des Weiteren scheinen 
Eigenschaften wie Morphologie [Song et al. 2007], Mobilität der NP sowie der „Trojanisches-
Pferd-Mechanismus“ (siehe Abschnitt 2.5.4) [Chiu et al. 2007] die Aktivität der Ag-NP zu be-
einflussen.  
Darüber hinaus werden metallische NP aber auch für einen möglichen Wirkstofftransport 
verschiedener Arzneimittel im Rahmen der Krebstherapie diskutiert [Ahmad et al. 2010]. 
Da metallische Platin-Nanopartikel (Pt-NP) unter anderem Untersuchungsgegenstand 
dieser Arbeit sind, wird auf deren Herstellungsverfahren, Anwendungsmöglichkeiten sowie 
auf die bislang bekannte toxikologische Datenlage in Abschnitt 2.9 eingegangen. 
2.3.5 Anwendungsbeispiele 
Wie durch den vorherigen Abschnitt ersichtlich wird, ist die Vielfalt sowohl der Strukturen 
als auch der Anwendungsmöglichkeiten beträchtlich. Viele nanostrukturierte Materialien 
werden bereits in verschiedenen Konsumprodukten und Bedarfsgegenständen eingesetzt, 
wobei anzumerken ist, dass viele mit dem Wort „Nano“ ausgezeichnete Produkte bislang 
kein NM enthalten, sondern diese Aussage lediglich aufgrund werbestrategischer Ent-
scheidungen angebracht wurde. Demgegenüber steht die Schwierigkeit, NM in Produkt- 
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Tabelle 2.1: Anwendungsbeispiele von nanostrukturierten Materialien in Bedarfsgegenständen [entnommen ausPelka 2010] 
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matrices zu erfassen, sodass auch keine Aussage über die Anwesenheit von NM in nicht 
ausgewiesenen Produkten getroffen werden kann (siehe 2.5.1.3).Tabelle 2.1 kann daher nur 
eine Auswahl verschiedener Anwendungsbeispiele und Produkte zeigen, in denen NM mit 
hoher Wahrscheinlichkeit bereits verwendet werden. 
2.4 Synthese von Nanopartikeln 
Bei der Herstellung von NP kann primär zwischen zwei grundlegend verschiedenen 
Syntheseprinzipien unterschieden werden: Top-Down und Bottom-Up. Dabei wird unter dem 
Top-Down-Prinzip (von oben nach unten) die Synthese von NP aus makroskopischen Vor-
läufern verstanden, was vor allem durch mechanische Zerkleinerungsverfahren erreicht 
wird. Demgegenüber stehen Herstellungsverfahren, die das Bottom-Up-Prinzip (von unten 
nach oben) verfolgen, bei denen immer komplexer werdende Nanostrukturen gezielt durch 
chemisch-physikalische Prozesse aus kleineren Vorläufern wie Atomen oder Molekülen auf-
gebaut werden (siehe Abbildung 2.5) [Borisenko und Ossini 2004, Raab et al. 2008a, Rubahn 
2004]. Im Folgenden werden beide Strategien sowie dazugehörige Herstellungsverfahren 
näher erläutert. 
 
Abbildung 2.5: Darstellung verschiedener Syntheseansätze zur Herstellung nanostrukturierter Materie  
[modifiziert nach Raab et al. 2008a] 
2.4.1 Mechanisch-physikalische Herstellungsverfahren (Top-Down) 
Die Herstellung von NP nach dem Top-Down-Prinzip wird vor allem im Bereich der Physik 
und physikalischen Technik angewandt und ist als Nachfolger der Mikrotechnik zu sehen. 
Die Miniaturisierung aus herkömmlichen, mikrostrukturierten Materialien erfolgt hierbei 
entweder durch Mahlprozesse oder lithographische Verfahren (siehe Abbildung 2.5) [Raab et 
al. 2008a]. 
2 Theoretischer Hintergrund 
16 
 
Mahlprozesse kommen dabei vor allen bei der Herstellung von metallischen oder 
keramischen NP zum Einsatz. Hierbei werden mikrostrukturierte Ausgangsmaterialien wie 
bspw. Metalloxidpulver mittels Hochenergie-Kugelmühlen weiter zerkleinert. Ein weiteres 
Verfahren ist die sog. Reaktivmahlung, bei der während des Mahlprozesses gleichzeitig 
chemisch-physikalische Reaktionen ablaufen. Nachteilig kann sich die hohe thermische und 
mechanische Belastung der Mahlkörper während des Mahlprozesses auswirken, da es hier-
durch zu Abrieb und damit zur - oft unerwünschten - Verunreinigung des Produktes 
kommen kann. Des Weiteren zeigt der Vergleich mit den chemisch-physikalischen Her-
stellungsverfahren, dass die auf diese Weise gewonnenen NP eine breitere Partikelgrößen-
verteilung (particle size distribution; PSD) aufweisen und dass eine gezielte Kontrolle der 
Partikelform praktisch nicht möglich ist [Pelka 2010, Raab et al. 2008a]. 
Die Lithografie stellt eine weitverbreitete Methode dar, Strukturen mittels einer Maske auf 
der Oberfläche eines beliebigen Objektes abzubilden. Für die Herstellung verschiedener 
nanostrukturierter Oberflächen bedient man sich vor allem der Fotolithografie, bei der 
mittels präzise fokussierbarer Strahlung, wie bspw. Photonen-, Elektronen- oder Ionen-
strahlen, eine Kopie der Nanostruktur auf eine Festkörperoberfläche abgebildet wird 
[Borisenko und Ossini 2004, Raab et al. 2008a, Wegner und Pratsinis 2004]. 
2.4.2 Chemisch-physikalische Herstellungsverfahren (Bottom-Up) 
Herstellungsverfahren, die auf dem Bottom-Up-Prinzip beruhen, nutzen vor allem die 
chemisch-physikalischen Grundsätze der Selbstorganisation, die es ermöglichen, immer 
komplexere Strukturen aus Atomen bzw. Molekülen aufzubauen (siehe Abbildung 2.5). Bei 
diesen Syntheseverfahren, die klassischerweise der Chemie bzw. Biologie zu zuordnen sind, 
kann durch Beeinflussung der Prozessparameter ein gewisses Maß an Kontrolle über die 
PSD, die Form sowie teilweise auch die Kristallinität der entstehenden NP erlangt werden. 
Dabei kann innerhalb der chemisch-physikalischen Herstellungsverfahren eine weitere 
Unterteilung in Gasphasen- und Flüssigkeitsphasenprozesse getroffen werden [Borisenko 
und Ossini 2004, Raab et al. 2008a, Wegner und Pratsinis 2004]. 
Mit Hilfe von Gasphasenprozessen werden vor allem pulverförmige NM sowie Nanofilme 
im großtechnischen Maßstab hergestellt. Dabei werden die Nanomaterialien nach Ver-
dampfen der Ausgangsmaterialien direkt aus der Gasphase heraus gebildet. Die für die Ver-
dampfung benötigte Energie kann dabei entweder durch Laser oder Plasma erzeugt oder 
aber auch in Form von thermischer Energie (1200 - 2200 °C) eingebracht werden, wie es 
bspw. in Heißwand- oder Flammenreaktoren der Fall ist. Die Partikelbildung erfolgt durch 
homogene Keimbildung. Das nachfolgende Partikelwachstum findet, abhängig vom 
jeweiligen Prozess, durch Kondensation, Koagulations-3 und Koaleszensvorgänge4 sowie 
durch chemische Reaktionen an der Partikeloberfläche statt [Raab et al. 2008a, Wegner und 
Pratsinis 2004]. 
                                                          
 
3 Kollision und Aneinanderhaftung zweier oder mehrerer Partikel [Raab et al. 2008a, Wegner und Pratsinis 2004] 
4 Fusion von Partikeln [Raab et al. 2008a, Wegner und Pratsinis 2004] 
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Zur Herstellung oxidischer NP wie bspw. TiO2 oder SiO2 eignen sich vor allem Gasphasen-
prozesse wie die Flammenpyrolyse (siehe Abschnitt 2.10.3.1), wohingegen nicht-oxidische, 
metallische NP wie Ni-NP oder Fe-NP bei reduzierten Atmosphären mithilfe von Heiß-
wandreaktoren synthetisierbar sind [Raab et al. 2008a, Wegner und Pratsinis 2004]. 
Flüssigphasenprozesse laufen im Gegensatz zu Gasphasenprozessen bei vergleichsweise 
niedrigen Temperaturen ab. Die wichtigsten Herstellungsverfahren beruhen hierbei auf 
Fällungs- sowie Sol-Gel-Prozessen [Raab et al. 2008a]. 
Sol-Gel-Verfahren finden vor allem bei der Synthese nichtmetallischer, anorganischer NP 
aber auch bei organisch-modifizierten Hybridmaterialien sowie vereinzelt bei keramischen 
Werkstoffen Anwendung [Schmidt 2001]. Das Verfahren beruht auf der Bildung kolloidaler 
Systeme, sogenannter Sole, aus gelösten Alkoxiden, die im weiteren Verlauf durch de-
stabilisierende Vorgänge wie pH-Wert Änderung und 3-dimensionale Vernetzung zu Gelen 
transformiert werden können. [Raab et al. 2008a, Schmidt 2001]. Unter Voraussetzung be-
stimmter pH-Werte können im Zuge dessen auch monodisperse SiO2-Partikel gewonnen 
werden (siehe Stöber-Verfahren, Abschnitt 2.10.3.2) [Stöber et al. 1968]. 
Fällungsprozesse kommen vor allem bei der Synthese metallischer, metalloxidischer sowie 
nicht-oxidischer NP zum Einsatz. Der Prozess beruht auf der Ausfällung von NP aus Salz-
lösungen nach Zugabe entsprechender Fällungsreagenzien sowie anschließender Filtration 
und thermischer Nachbehandlung. Bei Fällungsprozessen können einige Partikelparameter 
wie bspw. Partikelgröße, PSD, Kristallinität und Morphologie durch Beeinflussung be-
stimmter Reaktionsparameter wie Konzentration der Ausgangsstoffe, Temperaturverlauf, 
pH-Wert sowie die Reihenfolge der Substanzzugabe beeinflusst und gezielt gesteuert 
werden [Raab et al. 2008a]. 
Auf die Herstellung der in dieser Arbeit untersuchten Pt-NP und amorphen Silica-NP 
mittels SFRD-Verfahren bzw. Flammenpyrolyse und Sol-Gel-Verfahren wird in den Ab-
schnitten 2.9.3 und 2.10.3 näher eingegangen. 
2.5 Expositionssituation auf Aufnahme von Nanopartikeln 
Wie aus den vorangegangenen Abschnitten hervorgeht, weisen NM aufgrund ihrer Größe 
andere chemische und physikalische Eigenschaften als mikrostrukturierte Materie auf. Die 
Annahme, dass diese Materialien auch ein anderes Verhalten gegenüber biologischen 
Systemen und ein anderes toxikologisches Profil aufweisen, erscheint daher gerechtfertig 
[Krug und Wick 2011]. 
Im folgenden Abschnitt sollen daher die Expositionssituation sowie verschiedene Auf-
nahmepfade in den Körper dargestellt werden. In diesem Zusammenhang sollen jedoch nur 
schwer lösliche sowie persistente NP betrachtet werden, da im Falle von löslichen NP diese 
in Kontakt mit biologischen Systemen Auflösungserscheinungen zeigen und biologische 
Effekte nicht mehr durch den Partikelcharakter, sondern durch klassische Dosis-
Wirkungsbeziehungen erfolgen.  
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2.5.1 Expositionssituation des Menschen 
Mit zunehmender Menge und Vielfalt produzierter NM erhöht sich gleichzeitig auch die 
Eintragswahrscheinlichkeit in verschiedene Umweltkompartimente wie Hydro-, Pedo- und 
Atmosphäre sowie in weiterer Folge auch die Belastung des Menschen. NP können dabei auf 
direktem Weg in diese eingetragen werden oder gehen aufgrund von Verteilungsgleich-
gewichten zwischen den Kompartimenten von einem in das andere über. Im weiteren Ver-
lauf können diese NP von Tieren und Pflanzen aufgenommen werden und so möglicher-
weise auch zu einer Anreicherung bestimmter Strukturen in der Nahrungskette führen. Für 
die Expositionssituation des Menschen muss hingegen zusätzlich noch die Belastung durch 
direkte Aufnahme von NP über Konsumprodukte wie Kosmetika oder Lebensmittel berück-
sichtigt werden [Boxall et al. 2007, Krug 2005, Schulte-Ebbert et al. 2009]. 
Für das Expositionsrisiko des Menschen ist die Frage, ob NP in gebundener oder in freier 
Form vorliegen, von entscheidender Bedeutung. So ist der Einsatz von Materialien mit 
Nanoeffekten in festen Verbundmaterialien, Kompositen oder Keramiken von geringer Be-
deutung, wohingegen der Einsatz von mehr oder weniger frei vorliegenden NP und NM in 
Kosmetika oder Lebensmitteln kritischer zu betrachten ist [Krug und Wick 2011]. Die Mobili-
tät von NP ist auch für die Verfügbarkeit aus den Umweltkompartimenten entscheidend. So 
kann die Menge einzelner und frei verfügbarer NP durch Absorption und Agglomeration zu 
größeren Einheiten und der damit einhergehenden Immobilisierung und Sedimentation 
stark verringert werden [Nowack und Bucheli 2007, Schulte-Ebbert et al. 2009]. 
2.5.1.1 Exposition über die Atmosphäre 
Seit langen ist der Mensch UFP in der Umgebungsluft ausgesetzt, die durch natürliche 
Quellen wie Vulkanausbrüche oder Waldbrände gebildet und in die Atmosphäre freigesetzt 
werden [Krug et al. 2006]. Mit Einsetzen der Industriellen Revolution nahmen die Belastung 
und die Exposition des Menschen durch CDNP aus Industrieanlagen, Kraftwerken und Ver-
brennungsmaschinen exponentiell zu [Oberdörster et al. 2005]. Epidemiologische Studien 
konnten infolgedessen einen direkten Zusammenhang zwischen der alveolgängigen Fein-
staubbelastung und einer erhöhten Wahrscheinlichkeit herstellen, Asthma, Lungenkrebs und 
Herzkreislauferkrankungen zu erleiden [Abbey et al. 1999, Pope et al. 1999, Schwartz und 
Marcus 1990]. Dabei konnte auch gezeigt werden, dass die Fraktion der UFP maßgeblich zu 
der jeweiligen Erkrankung beiträgt [Donaldson et al. 2005, Dufresne et al. 2007].  
Durch die Produktion synthetischer NP steigt die Wahrscheinlichkeit einer zusätzlichen Be-
lastung des Menschen weiter an. Dabei sind in erster Linie diejenigen exponiert, die an der 
Herstellung, Verarbeitung und Entwicklung solcher Materialien beteiligt sind. Aufgrund der 
Tatsache, dass synthetische NP dieselbe Größenordnung wie UFP einnehmen, wird an-
genommen, dass diese bei erhöhter Freisetzung über die Luft zu vergleichbaren Schäden 
und Erkrankungen führen können. Dennoch kann aufgrund der unzureichenden Datenlage 
zurzeit keine Expositionsabschätzung, insbesondere in Hinblick auf Dauer und Höhe, ge-
geben werden [Krug 2005, Krug und Wick 2011, Oberdörster et al. 2005]. 
Das Fehlen verlässlicher Daten lässt sich in erster Linie darauf zurückführen, dass zurzeit 
keine standardisierten Messverfahren existieren. Des Weiteren ist die Erfassung der Be-
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lastungssituation über die Luft mit herkömmlichen Methoden, die auf einer gravimetrischen 
Bestimmung beruhen, aufgrund der geringen Masse der NP nicht oder nur mit erheblichem 
Zeitaufwand möglich. Zudem kann basierend auf solchen Messverfahren keine Aussage 
über die zeitliche Belastung, die PSD und die Partikelanzahl getroffen werden, die jedoch für 
die toxikologische Bewertung von großer Bedeutung sind (siehe Tabelle 2.2). Die Parameter-
bestimmung von Partikeln unterhalb von 1 µm erfolgt deshalb meist durch optische 
Methoden. Die PSD kann mithilfe des elektrischen Mobilitätsdurchmessers erfasst werden, 
wobei jedoch eine Unterscheidung zwischen synthetischen NP und UFP nicht möglich ist 
[Höpker et al. 2007]. Dies ist insofern relevant, als dass luftgetragene Partikel selten eine ein-
heitliche Population darstellen und sich vielmehr immer aus verschiedenen Quellen zu-
sammensetzen [Krug 2005]. So legen Untersuchungen in Abfüllanlagen der CB-Produktion 
die Vermutung nahe, dass emittierte, synthetische NP bereits am Arbeitsplatz mit UFP bzw. 
CDNP vermischt werden, wodurch eine eindeutige Zuordnung schwierig, wenn nicht gar 
unmöglich ist [Kuhlbusch et al. 2004]. 
Des Weiteren muss bei der Betrachtung der Exposition über die Luft berücksichtigt werden, 
dass sich freigesetzte Primärpartikel in der Luft aufgrund ihrer geringen Masse eher wie 
Gasmoleküle verhalten und bedingt durch ihre hohen Diffusionskoeffizienten eine hohe 
Mobilität aufweisen. Diese führt dazu, dass NP im Vergleich zu Mikropartikeln in kurzer 
Zeit weitere Strecken zurücklegen können. Auf der anderen Seite führt die erhöhte 
Diffusionsgeschwindigkeit zu einer höheren Anzahl an Kollisionen, wodurch die Neigung 
der Partikel, Aggregate zu bilden, unterstützt wird [Krug 2005]. 
Modellmessungen zur Arbeitsplatzbelastung und Exposition bei der Herstellung von CNT 
zeigten, dass die Konzentration der freigesetzten Partikel mit 50 µg/m³ relativ gering war 
und diese zudem zur Aggregation neigten [Maynard et al. 2004]. Jedoch muss bei NP und 
NM immer berücksichtigt werden, dass auch sehr geringe Konzentrationen an NP eine sehr 
hohe Partikelanzahl darstellen können. So ergibt sich bspw. bei einer Konzentration von 
10 µg/m³ 20 nm großer Partikel bei gleichmäßiger Verteilung über das Volumen eine 
Partikelanzahl von mehr als 1 x 106 (siehe Tabelle 2.2) [Oberdörster et al. 2005]  
Tabelle 2.2: Übersicht über Partikelanzahl und Partikeloberfläche in Abhängigkeit  
vom Partikeldurchmesser bei einer Konzentration von 10 µg/m³ [Oberdörster et al. 2005] 
Partikeldurchmesser [nm] Partikelanzahl pro cm³ Partikeloberfläche [µm²/cm³] 
5 153000000 12000 
20 2400000 3016 
250 1200 240 
5000 0,15 12 
2.5.1.2 Exposition über Wasser und Boden 
Mittelfristig wird sich mit hoher Wahrscheinlichkeit eine Verteilung und Exposition der 
Umwelt und des Menschen über das Wasser und den Boden ergeben [Krug 2005]. Dies rührt 
zum einen daher, dass NP bereits Verwendung in Konsumprodukten wie Sonnenschutz-
mitteln (TiO2), Haarwaschmitteln (Al2O3) und in Farben und Lacken Verwendung finden, 
und durch Abwässer sowie Auswaschung sowohl in wasserführende Schichten als auch in 
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Böden übertreten können [Krug 2005]. Zum anderen wird in der Literatur auch der Einsatz 
verschiedener NP zur Aufbereitung und Entgiftung kontaminierter Böden (Fe und TiO2) 
und Gewässer (Polymerpartikel) diskutiert (siehe Abschnitt 2.3.4), wodurch ein direkter und 
gezielter Eintrag vorgenommen werden würde [Elliott und Zhang 2003, Park und Harrison 
2007]. 
Ein wichtiges Kriterium zur Beurteilung eines möglichen Gefahrenpotenzials ist die Mobili-
tät der NP in den verschiedenen Kompartimenten. Dabei haben erste Untersuchungen ge-
zeigt, dass diese zwischen den verschiedenen Partikeln stark variieren kann. Anhand von 
Untersuchungen an Fullerenen und Metalloxiden konnte gezeigt werden, dass die Mobilität 
in wasserführenden Schichten stark von physiko-chemischen Eigenschaften der Oberfläche 
der Partikel abhängt und durch Parameter wie Ionenstärke und pH-Wert stark beeinflusst 
werden kann. Während für mineralische NP der Transport durch gängige Modelle be-
schrieben werden konnte, galt dies nicht für die Fullerene [Krug 2005, Lecoanet et al. 2004, 
Lecoanet und Wiesner 2004]. 
Darüber hinaus konnte im Zuge dieser Studien, die sich mit der Sanierung von Grund-
wässern beschäftigen, gezeigt werden, dass die Mobilität durch poröse Medien i. A. eher 
gering ist, sodass die Wahrscheinlichkeit einer Entfernung von der Injektionsstelle gering er-
scheint. Jedoch wurde die Beweglichkeit der NP nicht unter natürlichen Bedingungen unter-
sucht [Lecoanet et al. 2004, Oberdörster et al. 2006]. Wahrscheinlich ist aber, dass die NP dazu 
übergehen, größere Strukturen zu bilden oder an Sedimente gebunden zu werden, aus 
denen sie jedoch durch Kleinstlebewesen wieder aufgenommen werden könnten. Unter-
suchungen an mit Fluoresceinisothiocyanat markierten SWCNT konnten zwar eine Passage 
durch den Verdauungstrakt, jedoch keine Aufnahme in den Organismus zeigen. Eine An-
reicherung ist damit zwar nicht gegeben, dennoch stellt die Verdauungstraktpassage einen 
entscheidenden Schritt beim Übertritt von NP aus Umweltkompartimenten in die Fauna dar 
[Oberdörster et al. 2006]. 
In der Regel sind NP nur schwer löslich und weisen eine eingeschränkte Mobilität auf, was 
jedoch gerade bei synthetischen NP durch Oberflächenmodifikationen umgangen werden 
kann. Dies ist vor allem im Zusammenhang mit NP, die für pharmazeutische Anwendungen 
wie den Wirkstofftransport entwickelt wurden, zu beachten, da diese für gewöhnlich sehr 
gut wasserlöslich sind und über Krankenhausabwässer und Kläranlagen in die Umwelt ge-
langen können [Krug 2005]. 
Neben der Mobilität der Partikel kann auch die Absorptionsfähigkeit aufgrund der großen 
SOF eine entscheidende Rolle spielen. So ist die Wahrscheinlichkeit hoch, dass infolge ver-
schiedener Transportprozesse im Wasser oder Boden andere schädliche Stoffe, wie bspw. 
Benz[a]pyren, von der Oberfläche absorbiert werden [Gerde et al. 2001], wodurch auch von 
vormals toxikologisch unbedenklichen NP eine mögliche Gefahr ausgehen kann [Krug 2005]. 
Sowohl bei einem Eintrag ins Wasser als auch in Böden ist nach kurzer oder längerer Ver-
weilzeit in den jeweiligen Kompartimenten ein Übertritt in die Nahrungskette sehr wahr-
scheinlich. Zurzeit fehlen jedoch noch genaue Angaben zur Mobilität von NP innerhalb 
sowie zwischen den verschiedenen Kompartimenten, ebenso wie verlässliche Daten zum 
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Eintrag. Eine Abschätzung der tatsächlichen Expositionssituation für den Menschen ist 
daher nicht möglich [Krug 2005, Oberdörster et al. 2006]. 
2.5.1.3 Exposition über Lebensmittel 
Neben der Exposition des Menschen über die Umweltkompartimente sowie durch einen 
Übertritt in die Nahrungskette kann es auch zu einer direkten Belastung durch NP, die in 
Kosmetika, industriell hergestellten Lebensmitteln oder anderen Konsumgütern verarbeitet 
werden, kommen. 
Eine tatsächliche Abschätzung der Exposition und Belastung über Lebensmittel gestaltet 
sich schwierig, da zurzeit keine adäquaten Methoden zur Verfügung stehen, um Nano-
strukturen in Produkten nachzuweisen, die einerseits standardisiert sind und andererseits 
einen hohen Durchsatz an Proben erlauben. Darüber hinaus ist die Abschätzung der tatsäch-
lichen industriellen Aktivität auf diesem Gebiet schwierig, da die Informationspolitik der 
führenden Lebensmittelhersteller aufgrund von kommerziellen und marktstrategischen Be-
findlichkeiten eher zurückhaltend betrieben wird. So leugnen einige Lebensmittelhersteller, 
die einige Jahre zuvor die Erforschung und Entwicklung nanotechnologischer Applikationen 
im Lebensmittelsektor vorangetrieben hatten, jetzt jegliche Teilnahme an solchen 
Programmen. Zudem ist die Unterscheidung zwischen „echten“ Nanoprodukten und 
Produkten, die dieses Label lediglich als Werbestrategie nutzen, aufgrund oben genannter 
Untersuchungsmethodenproblematik schwierig [Chaudhry et al. 2010]. 
Die meisten Produkte im Bereich der Lebensmittelindustrie befinden sich zurzeit jedoch 
noch kurz vor der Markteinführung oder aber noch in der Entwicklungsphase, sodass die 
meisten nanotechnologische Neuerungen erst in 5 – 10 Jahren erwartet werden [Kuzma und 
VerHage 2006]. In einem kürzlich veröffentlichten Übersichtsartikel wurden folgende Be-
reiche, in denen nanotechnologische Anwendungen bereits bekannt sind oder aber eine Ein-
führung kurzfristig geplant ist, beschrieben. Darunter sind Anwendungen, bei denen: 
 Lebensmittelinhaltsstoffe so verarbeitet oder produziert werden, dass diese nano-
skalierte Strukturen bilden; 
 nanoskalige- oder nanoverkapselte Zusatzstoffe verwendet werden; 
 NP für Beschichtungen oder die Einbettung in Verpackungsmaterialien verwendet 
werden, um neue Lebensmittelkontaktflächen sowie verbesserte Verpackungs-
materialien sowie Nanobiosensoren für „intelligente“ Verpackungen zu entwickeln; 
 Nanomaterialien für Filtration und Entfernung unerwünschter Komponenten ein-
gesetzt werden; 
 NP für die Entwicklung eines effizienteren Einsatzes von Pestiziden, tier-
medizinischen Produkten sowie anderer Agrochemikalien genutzt werden 
[Chaudhry et al. 2008, Chaudhry et al. 2010]. 
Der gegenwärtig größte Anteil der auf dem Markt befindlichen Produkte, die die Nano-
technologie nutzen, findet sich im Bereich der Verpackungsmaterialien (food contact materials; 
FCM). Die Entwicklungen zielen dabei vor allem auf neue nanopartikelverstärkte polymere 
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Kunststoffe mit verbesserten mechanischen, strukturellen (improved FCM) oder antimikro-
biellen (active FCM) Eigenschaften ab. Beispiele für auf dem Markt befindliche FCM sind in 
Tabelle 2.1 gegeben (siehe Seite 14). Aufgrund der eingeschränkten Mobilität der NP durch 
die Einbettung in die Kunststoffe wird das Gefährdungspotenzial im Vergleich zu 
Produkten, bei denen diese in freier Form vorliegen, als geringer betrachtet. Dennoch 
können Partikel durch Degradation des Materials sowie anderer Migrationsvorgänge in das 
Produkt übertreten. Zurzeit gibt es jedoch erst zwei experimentelle Untersuchungen zum 
Migrationsverhalten von NP aus FCM: zum einen eine Studie von Avella et al. [2005], in der 
die Migration der Elemente Fe, Mg und Si aus einem biologisch abbaubaren Nanokomposit 
aus Stärke und Nanoclay in Gemüse untersucht wurde; zum anderen eine Studie von 
Bradley et al. [unveröffentlicht entnommen aus Smolander und Chaudhry 2010], die das 
Migrationsverhalten von Nanoclaymineralien aus PET-Flaschen sowie Ag-NP von Poly-
propylen (PP) Vorratsbehältern untersuchte [Bradley et al. 2009]. In beiden Studien konnte, 
wenn überhaupt, nur ein geringer Anstieg der Elemente im Lebensmittel beobachtet werden; 
dieser lag teilweise sogar unter der Bestimmungsgrenze [Avella et al. 2005, Bradley et al. 
2009, Chaudhry et al. 2008, Smolander und Chaudhry 2010]. 
Nanoverkapselungssysteme stellen nach FCM zurzeit den zweitgrößten Markt für nano-
technologische Anwendungen im Lebensmittelbereich dar. Dabei ist die Nanoverkapselung 
als Weiterentwicklung der Mikroverkapselung zu verstehen, wobei das Konzept der ge-
zielten Freisetzung bestimmter Komponenten am Bestimmungsort seinen Ursprung beim 
gezielten Wirkstofftransport in der Nanomedizin hat. Im Zusammenhang mit der Ent-
wicklung neuer Verkapselungssysteme wurden mehrere Ansätze parallel etabliert, darunter 
Nano-Mizellen, Liposome sowie proteinbasierte Trägersysteme. Das Konzept der Nanover-
kapselung bietet eine Vielzahl möglicher Anwendungen, wie die Verbesserung von 
Geschmack und Geruch aufgrund der größeren Oberfläche bzw. der gezielten Freisetzung 
erwünschter oder der Maskierung unerwünschter Aromakomponenten, die erhöhte Stabili-
tät empfindlicher Inhalts- und Zusatzstoffen gegenüber Verarbeitung und Lagerung, ver-
besserte Dispersionseigenschaften sowie die Manipulierung der Bioverfügbarkeit wichtiger 
Nährstoffe [Chaudhry et al. 2010, Neethirajan und Jayas 2011]. Beim Einsatz solcher Ver-
kapselungssysteme besteht jedoch die Möglichkeit, dass diese in Lebensmitteln eine völlig 
veränderte Aufnahme, Verteilung und Bioverfügbarkeit der transportierten Substanz sowie 
anderer Substanzen im Gastrointestinaltrakt (GIT) zur Folge hat. Darüber hinaus könnten 
solche nanostrukturierten Trägersysteme als Trojanisches Pferd (siehe Abschnitt 2.5.4) 
agieren und den Transport der verkapselten Substanzen sowie auch aufgenommener Fremd-
stoffe an nicht dafür vorgesehene Stellen im Körper vermitteln [Chaudhry et al. 2008]. 
Jedoch gestaltet sich auch hier eine Expositionsabschätzung schwierig, da, wie bereits be-
schrieben, einerseits Daten zur tatsächlichen Anwendungssituation in Produkten seitens der 
Industrie und anderseits adäquate Analysemethoden zur Erfassung der quantitativen Ex-
position fehlen. 
Zurzeit gibt es für den Lebensmittelbereich kein international verbindliches Rahmenwerk, 
das den Einsatz und die Kennzeichnung von Nanotechnologie und NP in Lebensmitteln 
regelt [Chau et al. 2007, Weiss et al. 2006]. Innerhalb der EU liegt mit der Novel Food Ver-
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ordnung zumindest teilweise ein gesetzliches Rahmenwerk vor, mit dem der Einsatz von 
Nanotechnologie in Lebensmitteln erfasst werden könnte. Darin heißt es in Artikel 2, dass 
die Verordnung bei Lebensmitteln und Lebensmittelzutaten Anwendung findet, die „mit 
neuer oder gezielt modifizierter primärer Molekularstruktur“ vorliegen als auch bei solchen, „bei 
deren Herstellung ein nicht übliches Verfahren angewandt worden ist und bei denen dieses Verfahren 
eine bedeutende Veränderung ihrer Zusammensetzung oder der Struktur der Lebensmittel oder der 
Lebensmittelzutaten bewirkt hat, was sich auf ihren Nährwert, ihren Stoffwechsel oder die Menge un-
erwünschter Stoff im Lebensmittel auswirkt“5 [EU 1997]. Im Bereich der Kosmetika hat das 
Europäische Parlament in einer kürzlich überarbeiteten Version der Kosmetikverordnung6 
auch Regelungen zum Einsatz und zur Kennzeichnung von Nanomaterialien sowie Ver-
fahren zu deren Risikobewertung mit eingearbeitet [EU 2009]. 
2.5.2 Aufnahme von Nanopartikeln in den Körper 
Im Zusammenhang mit der Aufnahme von NP in den menschlichen Körper gibt es drei 
Routen, die aus toxikologischer Sicht besonders relevant erscheinen: die Lunge, die Haut 
und der GIT. Dabei wird unter dem Begriff Aufnahme der Durchtritt durch eine Zellwand 
oder durch eine abgeschlossene Zellbarriere verstanden, wohingegen eine einfache Passage 
durch den GIT mit anschließender Ausscheidung über den Fäzes nicht unter diesen Begriff 
fällt [Meili et al. 2007, Pelka 2010]. 
Im folgenden Abschnitt sollen die drei Eintrittspforten kurz beschrieben sowie auf Be-
dingungen, die die Aufnahme von NP beeinflussen, und deren Toxikokinetik eingegangen 
werden. Der Fokus liegt dabei auf der Betrachtung des GIT, da dieser für die vorliegende 
Arbeit die höchste Relevanz aufweist. 
2.5.2.1 Aufnahme über den Respirationstrakt 
Der Respirationstrakt umfasst die Gesamtheit der an der Atmung beteiligten Organe, wobei 
zwischen luftleitenden Organen bzw. Atemwegen und dem zum Gasaustausch dienenden 
Bereich unterschieden wird. Da die Lunge das Organ ist, über das zum einen die meisten 
Fremdstoffe, Feinstäube und Dämpfe aufgenommen werden, und das zum anderen mit 
2300 km Atemwegen und einer Gesamtfläche von ungefähr 140 m² eine enorme Oberfläche 
aufweist, ist der Respirationstrakt Haupteintrittspforte für NP in den menschlichen Körper 
[Krug und Wick 2011, Simkó et al. 2008].  
Die Abscheidung eingeatmeter partikulierter Materie in bestimmten Regionen des Re-
spirationstrakts ist u. a. abhängig von Anzahl, Form, Masse sowie Durchmesser der Partikel 
und kann mithilfe von Rechenmodellen vorhergesagt werden. Die Abscheidungsraten 
können dabei für den gesamten als auch für einzelne Bereiche des Respirationstrakts be-
                                                          
 
5 Artikel 2 der Verordnung (EG) Nr. 258/97 des Europäischen Parlaments und des Rates vom 27. Januar 1997 
über neuartige Lebensmittel und neuartige Lebensmittelzutaten 
6 Artikel 16 der Verordnung (EG) Nr. 1223/2009 des Europäischen Parlaments und des Rates vom 30. November 
2009 über kosmetische Mittel (Neufassung).  
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rechnet werden und sind in Abhängigkeit vom Partikeldurchmesser in Abbildung 2.6 dar-
gestellt [Oberdörster et al. 2007b].  
Bei der Abscheidung von NP im Respirationstrakt spielen Diffusionsvorgänge eine ent-
scheidende Rolle. Dabei kommt es aufgrund von Kollisionen der Partikel mit Luftmolekülen 
zur Dislokation und Abscheidung. Andere Vorgänge wie Impaktion7 oder Sedimentation, 
die für die Abscheidung größerer Partikel relevant sind, spielen im Falle von NP eine sehr 
geringe Rolle [Oberdörster et al. 2005, Oberdörster et al. 2007b]. 
Aus Abbildung 2.6 geht hervor, dass einatembare Partikel mit einem Durchmesser von 
10 µm zu 80 % im Respirationstrakt abgeschieden werden. Mit abnehmendem Partikel-
durchmesser nimmt auch die Abscheidungsrate ab und erreicht zwischen 0,3 – 0,5 µm mit 
einer Gesamtdeposition von 30 % ein Minimum. Bei weiterhin abnehmendem Partikel-
durchmesser steigt diese jedoch wieder an, sodass im Bereich weniger Nanometer nahezu 
100 % im Respirationstrakt verbleiben. Für NP geht aus Abbildung 2.6 hervor, dass mit ab-
nehmender Größe der Anteil der im Respirationstrakt verbleibenden NP stetig zunimmt. 
Dabei zeigt sich auch, dass der Anteil der im Alveolarraum abgeschiedenen NP bis zu einem 
Partikeldurchmesser von 20 nm zunimmt und mit einer Abscheidungsrate von 50 % ein 
Maximum bildet. Bei Partikeln mit noch geringeren Durchmessern führt der zunehmende 
Einfluss der Diffusionsvorgänge dazu, dass diese leicht von der Stromlinie der eingeatmeten 
Luft aufgrund der Brownschen Molekularbewegung abweichen, gegen die Wände der 
oberen Luftwege prallen und sich dort niederschlagen. Das führt dazu, dass 1 nm große 
Partikel bereits zu 90 % im Nasen-Rachen-Raum abgeschieden werden und so gut wie keine 
Partikel in die Alveolen gelangen [Kreyling et al. 2006, Oberdörster et al. 2005]. 
Entscheidend für eine mögliche biologische Wirkung nach einer Exposition ist der Anteil 
der im Respirationstrakt zurückbehaltenen Partikel. Dieser Anteil ist abhängig von der 
Effizienz der natürlichen Reinigungsmechanismen, die der Lunge zur Verfügung stehen. Mit 
Ausnahme der Alveolen ist das respiratorische Epithel mit Flimmerzellen, an deren Ober-
fläche sich haarförmige Strukturen (Zilien) befinden, und einer Schleimschicht (Mucus) aus-
gekleidet. Partikel, die in diesen Bereichen abgeschieden werden, kommen zuerst mit dem 
Mucus in Kontakt, wobei ihr toxikologisches Profil von ihren chemischen Eigenschaften ab-
hängt. Je nach Wasserlöslichkeit werden lösliche Partikel mehr oder weniger schnell zersetzt 
und verteilen sich über die Mucusschicht. Zwar können die chemischen Bestandteile auch 
ein toxisches Potenzial aufweisen, da es sich jedoch nicht mehr um NP handelt, werden 
solche Partikel auch im weiteren Verlauf der Arbeit nicht weiter berücksichtigt. Ab-
geschiedene unlösliche Partikel hingegen werden zusammen mit dem Mucus durch ko-
ordinierte Bewegungen der Zilien in Richtung Rachen (Larynx) transportiert und können 
dort entweder durch Husten oder durch Verschlucken und anschließender GIT-Passage 
innerhalb von 1-2 Tagen aus dem Körper ausgeschieden werden [Kreyling et al. 2006].  
                                                          
 
7 Die Impaktion beschreibt einen Mechanismus, bei dem Partikel aufgrund der Massenträgheit von einer vor-
gegebenen Strömungsslinie in einem Luftstrom abkommen und im umliegenden Gewebe abgelagert werden. 
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Abbildung 2.6: Darstellung der Deposition von Partikeln in verschiedenen Bereichen des Respirationstrakts sowie einfluss-
nehmender Mechanismen in Abhängigkeit vom Durchmesser bei Einatmung durch die Nase [modifiziert nach Oberdörster et 
al. 2005] 
Da es in den Alveolen keinen mukoziliären Reinigungsmechanismus gibt, übernehmen 
alveolare Makrophagen die Fremdkörperentfernung, indem sie abgelagerte Partikel phago-
zytieren. Nach der Internalisierung von Partikeln werden durch den Makrophagen Zytokine, 
Chemokine sowie reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species; ROS) gebildet, wodurch 
weitere Makrophagen in die Region gelockt werden. Anschließend wandert der Makrophage 
schrittweise in Richtung Bronchiolen, wo die weitere Ausscheidung mithilfe des 
mukoziliären Reinigungsmechanismus erfolgt. Die Effizienz dieses Reinigungsmechanismus 
ist davon abhängig, wie schnell und effektiv die Makrophagen die Partikel erkennen und 
phagozytieren können [Kreyling et al. 2006, Oberdörster et al. 2005]. Während der 
Mechanismus für Partikel > 200 nm äußerst sensibel ist, sodass Partikel innerhalb weniger 
Stunden erkannt und phagozytiert werden, sind die Erkennungsmechanismen für Partikel 
< 200 nm deutlich weniger effektiv [Kreyling et al. 2006], wodurch beim Menschen bei 
alveolar abgeschiedenen NP Retentionshalbwertszeiten von bis zu 700 Tagen auftreten 
[Oberdörster et al. 2006]. 
Aufgrund dieser geringeren Effektivität sowie durch chronische Überbelastung des 
Reinigungssystems können die Partikel in der Lunge verbleiben und in die Epithelschicht 
sowie in den Interstitialraum eindringen. Von dort aus können die Partikel entweder direkt 
oder indirekt über die Lymphe in den Blutkreislauf übergehen, darüber systemisch verteilt 
und anschließend in verschiedenen Zielorganen abgelagert oder auch über die Niere wieder 
ausgeschieden werden. In verschiedenen Tierstudien konnte die Translokation von NP aus 
der Lunge nachgewiesen werden, wobei das Ausmaß der Translokation und Ablagerung in 
den Zielorganen zum Teil beträchtlichen Schwankungen von Studie zu Studie unterworfen 
ist. In einer Studie von Oberdörster et al. [2002] wurde bei Ratten nach Inhalation der Gehalt 
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13C-markierter Kohlenstoffnanopartikel in extrapulmonalen Organen untersucht. Dabei 
konnte gezeigt werden, dass der Gehalt in der Leber, bezogen auf die Gesamtmasse des 
Organs, 18 h und 24 h nach der Inhalation, fünffach höher (43 ng 13 C/µg/m³ entspricht ca. 
4 ng 13C/g Organ) als die in der Lunge zurückbehaltene Menge (ca. 8 ng 13C/µg/m³ ent-
spricht ca. 8 ng 13C/g Organ) lag [Oberdörster et al. 2002]. Hingegen konnte 
Kreyling et al. [2002] durch Inhalationsversuche mit radiomarkierten Iridiumpartikeln (192Ir) 
an Ratten zeigen, dass diese zwar in Sekundärorganen wie Leber, Milz, Herz und Hirn ab-
gelagert wurden, jedoch das Ausmaß mit weniger als 1 % der alveolar abgeschiedenen 
Menge äußerst gering war. Darüber hinaus konnte anhand von 15 nm und 80 nm 192Ir-NP 
die Größenabhängigkeit der Translokation demonstriert werden, in dem Sinne, dass der An-
teil translozierter NP mit Abnahme des Durchmessers steigt [Kreyling et al. 2002]. Daher 
scheint die Annahme gerechtfertigt, dass die systemische Verteilung und Ablagerung u. a. 
von der Partikelgröße aber auch von der Oberflächenchemie (sowie Modifizierungen), der 
Ladung der Partikel und der Adsorption bestimmter Proteine abzuhängen scheint 
[Oberdörster et al. 2005]. 
Darüber hinaus konnte von verschiedenen Gruppen auch ein Partikeltransfer über den 
olfaktorischen Nerv nachgewiesen werden, der, unter Umgehung der Blut-Hirn-Schranke, 
zu einer direkten Translokation der NP ins Gehirn führte. Dies konnte sowohl für 
nanoskalige Kohlenstoffpartikel [Oberdörster et al. 2004] als auch für Gold-NP [Borm und 
Müller-Schulte 2006] und Manganoxid-NP [Feikert et al. 2004, Oberdörster et al. 2005] gezeigt 
werden. Die Eigenschaft von NP, gezielt die Blut-Hirn-Schranke zu umgehen, wird dabei 
auch für die Entwicklung neuer nanopartikulärer Wirkstofftransporter in der Nanomedizin 
genutzt [Yih und Al-Fandi 2006]. 
2.5.2.2 Aufnahme über die Haut 
Aufgrund des zunehmenden Einsatzes von Nano-TiO2 und Nano-ZnO in kosmetischen 
Pflegeprodukten (siehe Abschnitt 2.5.1.3) wie Sonnencremes ist der Mensch zunehmend NP 
über die Haut ausgesetzt, womit diese eine mögliche Eintrittspforte in den Körper darstellt 
[Simkó et al. 2008].  
Die menschliche Haut weist mit einer Fläche von 1,5 - 2 m² verglichen mit der Lunge und 
dem GIT nur eine relativ geringe Expositionsfläche auf. Aufgrund der Anatomie der Horn-
haut, die eine durchschnittliche Dicke zwischen 5 - 20 µm aufweist, sowie der ständigen Er-
neuerung der Hornschicht stellt die Haut eine deutlich größere und dichtere Barriere als die 
Epithelschicht der Alveolen dar, die daher für NP nur schwer zu überwinden ist [Krug und 
Wick 2011, Simkó et al. 2008]. 
Im Rahmen des 6. Forschungsrahmenprogramms der Europäischen Union konnte im Zuge 
des Projektes NANODERM gezeigt werden, dass verschieden modifiziertes Nano-TiO2 zwar 
auf der Hornhaut bzw. in den ersten Schichten des Stratum corneum disjunctum sowie in 
Haarfolikeln und Hautfurchen abgelagert wird, nicht aber in die tieferen Schichten der Haut 
vordringt. Darüber hinaus konnten auch keine akuten Reaktionen der Haut auf die NP oder 
eine systemische Aufnahme beobachtet werden [Butz et al. 2007, Krug und Wick 2011]. 
Dementgegen konnte in einer Studie von Ryman-Rasmussen et al. [2006] gezeigt werden, 
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dass QD verschiedener Größe, Form und Oberflächenbeschichtung durchaus in der Lage 
sind, in die Epidermis und Dermis vorzudringen. Darüber hinaus konnte auch demonstriert 
werden, dass Beschichtungen und Funktionalisierungen zur Agglomerationsverhinderung 
das Penetrationsverhalten stark beeinflussen können [Baroli et al. 2007, Crosera et al. 2009, 
Krug und Wick 2011, Rouse et al. 2006, Ryman-Rasmussen et al. 2006]. 
Inwieweit Partikel durch verletzte oder erkrankte Haut gelangen können, muss von Fall zu 
Fall betrachtet werden und ist Gegenstand aktueller Untersuchungen. Jedoch kann davon 
ausgegangen werden, dass eine erhöhte Durchlässigkeit vorliegt und die Partikelaufnahme 
anders verläuft, da die Barrierefunktion der Hornhaut nicht mehr zu 100 % gewährleistet ist 
[Krug und Wick 2011, Simkó et al. 2008]. 
2.5.2.3 Aufnahme über den Gastrointestinaltrakt 
Der Begriff des GIT schließt im engeren Sinn lediglich den Magen und den Darm ein, wird 
zum Teil aber auch synonym für die Gesamtheit der Organe, die an der Aufnahme, Zer-
kleinerung, Umsetzung, Verdauung und Ausscheidung von Nahrung beteiligt sind, ver-
wendet. Im Folgenden wird unter dem GIT lediglich der Magen-Darm-Trakt verstanden. 
Während der Magen unter Verwendung von Pepsin und HCl (pH 2) hauptsächlich für den 
Aufschluss der Nahrung verantwortlich ist, kommt es im Dünndarm und teilweise auch im 
Dickdarm zur Resorption der Nährstoffe über das Darmepithel, die anschließend über den 
Blutkreislauf im Körper verteilt werden [Krug und Wick 2011]. Im folgenden Abschnitt 
sollen daher Verhalten, Verteilung sowie verschiedene Mechanismen der Aufnahme 
partikulärer Strukturen aus dem GIT beleuchtet werden. 
Die Exposition des GIT gegenüber NP kann einerseits direkt über die Aufnahme von 
Nahrung und Flüssigkeiten erfolgen, die entweder durch Umweltdeposition kontaminiert 
sind, oder denen im Zuge nanotechnologischer Applikationen gezielt NP hinzugesetzt 
wurden (siehe Abschnitt 2.5.1.3). Andererseits wird ein beträchtlicher Teil, der in der Lunge 
abgeschiedenen NP über den mukoziliären Reinigungsmechanismus aus dem Respirations-
trakt entfernt, anschließend verschluckt und gelangt so auf indirekte Weise in den GIT (siehe 
Abschnitt 2.5.2.1) [Oberdörster et al. 2005]. 
Zurzeit stehen jedoch nur begrenzte Informationen über das Verhalten von NP nach Auf-
nahme in den GIT zur Verfügung. Einige Studien haben die Verteilung und Ausscheidung 
von NP über den GIT untersucht und zeigen widersprüchliche Ergebnisse. Zum einen er-
gaben Studien wie bspw. eine Fütterungsstudie mit wasserlöslichen, radioaktiv markierten 
C60 Fullerenen an Ratten, dass ein Großteil (98 %) über den Fäzes und lediglich ein geringer 
Teil von 2 % über den Urin ausgeschieden wurde [Yamago et al. 1995]. In einer anderen 
Studie konnte sogar gezeigt werden, dass es zu keinerlei signifikanter Aufnahme von 
nanoskaligen 192Ir Partikeln aus dem GIT kam [Kreyling et al. 2002, Oberdörster et al. 2005, 
Semmler et al. 2004]. Dem stehen verschiedene Studien gegenüber, die eine gastrointestinale 
Aufnahme nachweisen konnten, darunter eine Studie von Hillyer und Albrecht [2001], die in 
Mäusen, nach oraler Gabe unterschiedlich großer kolloidaler Gold-NP (58 nm, 28 nm, 10 nm 
und 4 nm), eine inverse Korrelation zwischen Aufnahme und Partikeldurchmesser nach-
weisen konnte und eine systemische Verteilung in sekundäre Zielorgane zeigte. Ein ähnlich 
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größenabhängiger Aufnahmeeffekt mit anschließender Verteilung über Blut und Lymphe 
konnte auch bei Ratten anhand von unterschiedlich großen (von 50 nm bis 3000 nm) 
125I-markierten Polystyren (PS) Partikeln gezeigt werden. Für die kleinsten Partikel der 
Studie (50 nm) konnte eine 6,6%ige Aufnahme in die Darmschleimhaut beobachtet werden, 
die mit zunehmender Partikelgröße über 5,8 % bei 100 nm, zu 0,8 % bei 1000 nm und 0 % bei 
3000 nm hin stetig abnahm [Jani et al. 1990]. Im Falle von TiO2 konnte die gastrointestinale 
Aufnahme von mikropartikuliertem TiO2 (150-500 nm) nach oraler Gabe sowohl beim Tier 
[Jani et al. 1994] als auch beim Menschen [Böckmann et al. 2000] mit anschließender 
systemischer Verteilung und Ablagerung in sekundären Zielorganen wie Leber und Niere 
[Jani et al. 1994] in verschiedenen Studien nachgewiesen werden. Eine Aufnahme konnte 
auch für nanoskaliges TiO2 (25 nm, 80 nm und 155 nm) in Mäusen nach einmaliger Gabe von 
5 g/ kg Körpergewicht (KGW) gezeigt werden. Allerdings lagen die Werte der Aufnahme-
raten deutlich unter denen der alten Studie mit mikropartikuliertem TiO2 [Wang et al. 2007a]. 
Diese teilweise gegensätzlichen Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass die Aufnahme 
von NP aus dem GIT nicht nur von der Größe abhängt, sondern auch durch andere Faktoren 
wie Form, Kristallinität, Oberflächenchemie, -Ladung sowie durch Oberflächenmodi-
fikationen beeinflusst wird. Eine Beeinflussung der Aufnahme und der systemischen Ver-
teilung durch Oberflächenmodifikationen konnte in Studien bereits gezeigt werden. Die Be-
schichtung von 130 nm großen Polymethylmethacrylat-(PMMA)-Partikeln mit nicht-
ionischen Tensiden führte bei Ratten zu einer erhöhten Aufnahme nach oraler Gabe [Araujo 
et al. 1999, FAO/WHO 2009]. Dementgegen hatte die Beschichtung von Polymilchsäure (poly 
lactic acid; PLA) mit Albumin und Polyvinylalkohol eine Reduzierung der Aufnahme bei 
Meerschweinchen zur Folge [FAO/WHO 2009, Landry et al. 1998]. Neben gezielten Ober-
flächenmodifikationen stellt die Interaktion von NP mit Proteinen sowie deren Oberflächen-
absorption einen entscheidenden Faktor dar, der sowohl die Aufnahme als auch die Ver-
teilung beeinflussen kann. Diese auch Korona genannte Proteinhülle (siehe Abschnitt 2.6.5.1) 
stellt kein statisches Gebilde dar, sondern kann sich über die Zeit hinweg verändern 
[Cedervall et al. 2007a, Cedervall et al. 2007b, FAO/WHO 2009, Lynch und Dawson 2008].  
Mangels praktikabler Analysemethoden ist jedoch unbekannt, in welcher Form NP sowohl 
im Lebensmittel als auch im GIT vorliegen. Dabei gilt es jedoch als wahrscheinlich, dass die 
Partikel aufgrund ihrer großen Oberflächenenergie Agglomerate bilden und/oder mit 
Nahrungsmittelkomponenten, darunter vor allem Proteinen, interagieren und diese an ihre 
Oberfläche binden. Während der Magenpassage werden die NP einem Angriff durch HCl 
und Verdauungsenzyme ausgesetzt, die neben einer Degradation des Partikels vor allem zu 
einem Abbau der primären Korona führen. In weiterer Folge gilt neben einer partiellen De-
gradation der Partikel die Ausbildung einer zweiten Korona als wahrscheinlich, die durch 
die den Partikel umgebenden aufgeschlossenen Nahrungsbestandteile bestimmt wird 
[Chaudhry und Groves 2010]. 
Nach der Magenpassage wandert das NP in den Darm, der aufgrund seiner biologischen 
Aufgabe sowie der stark vergrößerten Oberfläche als wahrscheinlichstes Eintrittsportal in 
den menschlichen Körper innerhalb des GIT gilt [Chaudhry und Groves 2010]. NP, die aus 
dem Darm aufgenommen werden, müssen zuvor eine das Darmepithel bedeckende 
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Schleimschicht, auch Mucus genannt, überwinden. Der Mucus besteht aus Proteinen 
(Mucinen) in einer Elektrolytsuspension und bildet eine netzartige Struktur aus, die eine 
Diffusion von Partikeln an das Darmepithel erschweren. In diesem Zusammenhang konnte 
gezeigt werden, dass kleinere Partikel aufgrund ihrer höheren Diffusionsgeschwindigkeit 
die Mucusschicht im Vergleich zu größeren Partikeln deutlich schneller und besser durch-
dringen können. Neben der Größenabhängigkeit spielt bei der Überwindung des Mucus 
auch die Oberflächenladung eine entscheidende Rolle [Chaudhry und Groves 2010]. 
Szentkuti [1997] konnte anhand von Mikropartikeln zeigen, dass kationische Partikel durch 
die vorwiegend negativ geladenen Bestandteile des Mucus zurückgehalten werden, 
wohingegen carboxylierte Partikel erfolgreich zum Darmepithel diffundieren konnten 
[Chaudhry und Groves 2010, Szentkuti 1997].  
Überwinden die Partikel die Mucusschicht und treten in Kontakt mit dem Darmepithel, be-
steht die Möglichkeit, dass diese aufgenommen und nachfolgend durch einen Übertritt in die 
Lymphe bzw. den Blutkreislauf systemisch verteilt und schließlich in sekundären Ziel-
organen abgelagert werden. Für eine Aufnahme aus dem Darm stehen den NP vier ver-
schiedene Pfade zur Verfügung (siehe Abbildung 2.7) [Powell et al. 2010]. 
 
Abbildung 2.7: Schematische Darstellung möglicher Aufnahmepfade für Mikro- bzw. Nanopartikel aus dem Darm. A) Endo-
zytose über normale Enterozyten. Beschrieben für Partikel < 50 -100 nm. B) Aufnahme über M-Zellen in Peyer-Plaques. 
Beschrieben für Nanopartikel (20 – 100 nm) als auch für Mikropartikel (100 – 500 nm). C) Persorption nach Volkheimer über 
Zelllücken an der Spitze von Darmzotten. Beschrieben sowohl für Nano- als auch für Mikropartikel, wobei dieser Pfad aus 
quantitativer Sicht vermutlich eine untergeordnete Rolle spielt. D) Parazelluläre Transzytose sehr kleiner Nanopartikel (~1 nm) 
über tight junctions hinweg. Bislang noch nicht nachgewiesen. [modifiziert nach Powell et al. 2010] 
Obwohl die Hauptaufgabe der Enterozyten in der Aufnahme und dem Transport von 
Nährstoffen besteht, kann auch eine direkte Aufnahme und Weiterleitung durch Endo- und 
Transzytose erfolgen. Dies konnte am Beispiel von 100 nm großen Polylactid-co-Glycolid-
(PLGA)-Partikeln in einer Rattenstudie gezeigt werden. Dabei zeigte sich auch, dass eine 
15 - 250 fach höhere Aufnahme im Vergleich zu größeren Mikrometerpartikeln vorlag (siehe 
Route A in Abbildung 2.7) [Desai et al. 1996]. 
Ein weiterer gut dokumentierter Pfad für die Resorption von Mikro- und Nanopartikeln 
stellt die Aufnahme über M-Zellen-reiche Bereiche der Peyer-Plaques dar (siehe Route B in 
Abbildung 2.7). Bei M-Zellen handelt es sich um spezialisierte Epithelzellen, die bevorzugt 
Makromoleküle und Partikel durch Endozytose aus dem Darmlumen aufnehmen und diese 
im intakten Zustand an angrenzende mononukleare Zellen (peripheral mononuclear blood cells; 
PMBC) weiterleiten. Die M-Zellen befinden sich in anatomischen Bereichen, von denen an-
genommen wird, dass sie im Zuge einer kontinuierlichen Überwachung und Erkennung 
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luminaler Antigene und Pathogene eine wichtige Rolle bei der Induktion einer Immun-
reaktion spielen [Powell et al. 2010]. Ergebnisse von in vitro Experimenten zeigten, dass der 
Transport von 200 nm und 500 nm großen Partikeln um das Tausendfache anstieg, nachdem 
die Epithelzellen mit speziell differenzierten M-Zellen-artigen Epithelzellen kokultiviert 
wurden [Rieux et al.]. Ein ähnlicher Effekt konnte auch von Desai et al. [1996] in einer Ratten-
studie beobachtet werden, die zeigte, dass in Gewebe mit Peyer-Plaques eine 2 – 200-fach 
höhere Aufnahme von PLAG-Partikeln im Vergleich zu plaquefreien Bereichen desselben 
Gewebes vorlag. Inwieweit diese Partikel systemisch verteilt werden, ist unklar, da viele 
davon durch die M-Zellen an Phagozyten weitergegeben werden und in großer Zahl in so-
genannten Pigmentzellen wiedergefunden werden können. Bei Pigmentzellen handelt es 
sich um reife oder reifende Makrophagen, die durch lysomal akkumulierte Partikel sowohl 
im Licht- als auch Elektronenmikroskop kontrastreich (pigmentiert) erscheinen und sich 
histologisch nicht von den Makrophagen bei Krankheiten wie Morbus Crohn unterscheiden. 
Aufgrund dessen wurde die Entstehung bzw. Förderung solcher Krankheiten auch mit der 
Aufnahme von Mikropartikeln und NP in Verbindung gebracht, was bislang jedoch nicht 
bestätigt werden konnte. Jedoch scheinen diese Zellen nicht mehr immunologisch aktiv zu 
sein, sondern als eine Art Speicher für biologisch nicht abbaubare Partikel zu dienen [Powell 
et al. 2010]. 
Einen weiteren möglichen Aufnahmepfad stellt die Persorption dar, die durch 
Volkheimer et al. [1993] ausführlich beschrieben wurde (siehe Route C in Abbildung 2.7). 
Dabei werden die Enterozyten durch natürliche Vorgänge von der Spitze der Darmzotten 
(Villi) abgeschliffen, wodurch es zur Ausbildung kleiner Lücken kommt, die nicht sofort ge-
schlossen werden und eine Translokation größerer Partikel wie Stärke und Pollen erlauben. 
Eine Studie von Hillyer und Albrecht [2001] konnten anhand von Au-Partikeln zeigen, dass 
diese Aufnahmeroute auch von NP genutzt wird. 
Der vierte Weg, über den eine Aufnahme vor allem sehr kleiner NP ins Darmgewebe mög-
lich wäre, stellt die parazelluläre Transzytose über tight junctions hinweg dar (siehe Route D 
in Abbildung 2.7). Die Aufnahme von NP über diesen Weg bleibt jedoch vorerst 
theoretischer Natur, da tight junctions mit Porengrößen von 0,3 - 1 nm die parazelluläre 
Permeation sehr effektiv unterbinden und ein solcher Aufnahmepfand in Experimenten bis-
lang noch nicht nachgewiesen werden konnte. Jedoch kann die Integrität der tight junctions 
durch verschiedene Krankheiten, darunter chronisch-entzündliche Darmerkrankungen wie 
Morbus Crohn [Leonard et al. 2010, Schulzke et al. 2009], stark beeinflusst werden und so zu 
einer erhöhten Permeabilität führen [Powell et al. 2010]. 
Eine zusammenfassende Darstellung der Exposition und Aufnahme von NP in dem 
menschlichen Köper sowie der daraus resultierenden Verteilung und Ablagerung in 
sekundären Zielorganen ist in Abbildung 2.8 gegeben. 
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Abbildung 2.8: Schematische Darstellung der Aufnahme und Verteilungsrouten von Nanopartikeln im Körper  
[modifiziert nach Meili et al. 2007, Pelka 2010]. 
2.5.3 Zelluläre Aufnahme von Nanomaterialien 
Damit ein biologischer Effekt auf zellulärer Ebene ausgelöst wird, müssen NP, die in den 
Körper gelangt sind, entweder über aktive oder passive Mechanismen in die Zelle auf-
genommen werden. Daher schließt sich nach Beschreibung der Exposition sowie der Ein-
trittspforten von NP in den menschlichen Körper eine Betrachtung der zellulären Auf-
nahmemechanismen an. Des Weiteren sollen im folgenden Abschnitt grundlegende 
Prinzipien, die die toxikologischen Eigenschaften von NP von denen mikrostrukturierter 
Materie unterscheiden erläutert werden. 
2.5.3.1 Zelluläre Aufnahmemechanismen 
Zellen stehen für die Aufnahme und Internalisierung von zellfremdem Material aus der 
Umgebung verschiedene Mechanismen zur Verfügung, die allgemein unter dem Begriff 
Endozytose zusammengefasst werden. Diese wird dabei in Abhängigkeit vom Zelltyp, der 
aufzunehmenden Substanz sowie der Größe der gebildeten Vesikel weiter in Phagozytose 
und Pinozytose unterschieden.  
Phagozytose 
Die Phagozytose („Zell-Fressen“) ist eine spezielle Form der Endozytose und wird fast aus-
schließlich im Rahmen der Pathogenerkennung und Immunabwehr von spezialisierten 
Zellen wie Makrophagen, Dendritischen Zellen (DZ) oder Neutrophilen Granulozyten 
durchgeführt. Dabei werden vor allem große Strukturen wie Mikroorganismen aber auch 
große Partikel von der Zellstruktur umflossen und in große Vesikel, den sog. Phagosomen 
aufgenommen [Conner und Schmid 2003]. Der Durchmesser der aufgenommenen 
Strukturen ist dabei meist größer als 250 nm und kann bis zu 2 µm reichen [Krug et al. 2006]. 
Strukturen unterhalb dieser Größe werden durch diesen Mechanismus nur noch un-
2 Theoretischer Hintergrund 
32 
 
zureichend erkannt und aufgenommen (siehe Abschnitt 2.5.2.1). Nach erfolgreicher Um-
schließung des Partikels wird der Abbau des Actinskeletts eingeleitet, damit das Phagosom 
internalisiert und dem weiteren Abbau zugeführt werden kann. Durch Verschmelzen des 
Phagosoms mit Lysosomen kommt es zur Formierung von Phagolysosomen (sekundären 
Lysosomen), die in weiterer Folge durch pH-Wert-Absenkung und Enzyme den Abbau der 
Struktur bewerkstelligen sollen (siehe Abbildung 2.9) [Fawcett 1981, Lehninger et al. 2005]. 
Pinozytose 
Die Pinozytose („Zelltrinken“) ist ein Sammelbegriff für mehrere verschiedene membran-
vermittelte Aufnahmemechanismen, zu denen die meisten eukaryotischen Zellen fähig sind 
und wodurch diese extrazelluläre Flüssigkeiten sowie darin enthaltene Strukturen auf-
nehmen können. Im Folgenden sollen diese Aufnahmemechanismen kurz erläutert und auf 
die Relevanz für die zelluläre Aufnahme von NP eingegangen werden. 
Makropinozytose: Die Makropinozytose kann im Gegensatz zur Phagozytose von ver-
schiedensten Zelltypen durchgeführt werden, wobei Strukturen von bis zu 1 µm auf-
genommen werden können. Analog zur Phagozytose werden Membranausstülpungen 
durch Polymerisation von Actin zu Actinfilamenten infolge einer Aktivierung von 
Rho-GTPasen gebildet. Diese wachsen jedoch im Gegensatz zur Phagozytose nicht an einer 
Liganden tragenden Struktur entlang, sondern bilden durch Verschmelzen mit sich selbst 
oder der Zellmembran großflächige Areale, wodurch es zur Aufnahme der dazwischen ein-
geschlossenen extrazellulären Flüssigkeit kommt. Die so gebildeten Vesikel werden als 
Makropinosome bezeichnet, die im weiteren Verlauf mit lysosomalen Kompartimenten ver-
schmelzen und den Inhalt dem Abbau zuführen (siehe Abbildung 2.9) [Conner und Schmid 
2003]. 
Clathrin-vermittelte Endozytose: Eine weitere Form der Pinozytose, die Clathrin vermittelte 
Endozytose (clathrin-mediated endocytosis; CME), verläuft über einen rezeptorvermittelten 
Mechanismus, der zur Bildung von Clathrin8 bedeckten Einstülpungen (clathrin-coated pits) 
der Zellmembran und im weiteren Verlauf zu Vesikeln mit Durchmessern von 100 – 200 nm 
führt. Nach Abschnürung des Vesikels von der Zellmembran wird die Clathrinhülle inner-
halb weniger Sekunden mithilfe verschiedener Proteine unter Verbrauch von ATP depoly-
merisiert und abgebaut. Während Clathrin einem Recycling zugeführt wird, fusioniert das 
nackte Vesikel (frühes Endosom) in weiterer Folge mit sog. sorting vesicles zu späten 
Endosomen, in denen durch pH-Wert-Erniedrigung eine Spaltung von Ligand und Rezeptor 
erfolgt. Die Fracht wird durch Verschmelzen mit Lysosomen weiter prozessiert (siehe Ab-
bildung 2.9) [Conner und Schmid 2003, Lehninger et al. 2005]. 
Caveolin-vermittelte Endozytose: Die Caveolin vermittelte Endozytose (caveolin-mediated 
endocytosis; CaME) erfolgt durch sog. Caveolae (kleine Höhlen), die eine besondere Form der 
                                                          
 
8 Clathrin ist ein Hexamer, bestehend aus drei schweren Ketten (192 kDa) und drei leichten Ketten (35 – 40 kDa), 
die in Form eines Triskelions angeordnet sind [Lehninger et al. 2005]. 
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lipid rafts9 darstellen und deren Form und strukturelle Organisation durch Caveolin10 ver-
mittelt wird. Die Caveolae sind typischerweise 50 – 80 nm große Einstülpungen der 
Plasmamembran [Conner und Schmid 2003]. Abgeschnürte Primärvesikel verschmelzen an-
schließend zu größeren, komplexeren Caveosomen, die im Gegensatz zur CME keine 
pH-Wert-Absenkung und keinen lysosomalen Abbau erfahren. Stattdessen wird die Fracht 
der Caveosomen entweder dem rauen Endoplasmatischen Retikulum (rER) oder dem Golgi-
Apparat zugeführt oder aber es erfolgt eine Freisetzung ins Zytosol [Pelkmans und Helenius 
2002]. Aufgrund dieser Eigenschaften stellt die CaME ein toxikologisch interessantes Ein-
fallstor für NP in eine Zelle dar, da sie eine direkte Route von der Zelloberfläche zum rER 
bereitstellt (siehe Abbildung 2.9) [Conner und Schmid 2003]. 
Calthrin- und Caveolin-unabhängige Endozytose: Neben den zuvor beschriebenen CME 
und CaME existieren weitere Mechanismen, die unabhängig von Clathrin und Caveolin zur 
endozytotischen Aufnahme von extrazellulären Strukturen führen und in keine der bisher 
genannten Kategorien einzuordnen sind. So können bspw. auch Caveolin-freie lipid rafts frei 
über die Zelloberfläche diffundieren und internalisiert werden. Die dahinterstehenden 
Mechanismen, wie z. B. welche Moleküle an welche Stelle transportiert werden und wie die 
Aufnahme geregelt ist, sind bislang nur unzureichend aufgeklärt (siehe Abbildung 2.9) 
[Conner und Schmid 2003]. 
 
Abbildung 2.9: Schematische Darstellung verschiedener zellulärer Aufnahmemechanismen [modifiziert nach Mayor und 
Pagano 2007]. CME = (Clathrin-mediated endocytosis) Clathrin-vermittelte Endozytose; CaME = (Caveolin-mediated endocytosis) 
Caveolin-vermittelte Endozytose; CLIC = (Clathrin-/Caveolin-independent carriers) Clathrin-/Caveolin-unabhängige Vesikel; ER = 
endoplasmatisches Retikulum. 
                                                          
 
9 Lipid rafts sind Cholesterol-reiche Mikrodomänen der Zellmembran angereichert mit Glykolipiden und 
Sphingolipiden, wodurch diese Struktur eine verringerte Fluidität aufweist [Pelkmans und Helenius 2002]. 
10 Bei Caveolinen handelt es sich bislang um drei Proteine mit einer Molekülmasse zwischen 22 – 24 kDa, die für 
die CaME essenziell sind. Caveoline sind dimere, haarnadelartige Proteine, die einerseits Cholesterol binden, 
andererseits über Schlaufen in der Zellmembran verankert sind und schließlich wieder mit sich selbst verbunden 
sind. Hierdurch entsteht ein Caveolinmantel auf der Membraninnenseite, der die nach innen gewölbte Struktur 
stabilisiert [Conner und Schmid 2003].  
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2.5.3.2 Studien zur zellulären Aufnahme von Nanomaterialien 
Aufgrund der großen Heterogenität der NM konnte bislang kein allgemeingültiger 
Mechanismus für die zelluläre Aufnahme identifiziert werden. Vielmehr wurden in ver-
schiedenen Experimenten alle oben angeführten endozytotischen Aufnahmemechanismen 
beobachtet. Durch welchen dieser Mechanismen die verschiedenen NP letztlich internalisiert 
werden, hängt vom Zusammenspiel einer Reihe komplexer Faktoren ab, die durch folgende 
Parameter beeinflusst werden [Krug und Wick 2011, Pelka 2010, Unfried et al. 2007]: 
 Die physiko-chemischen Parameter der Partikel, wie bspw. Partikelgröße, chemische 
Zusammensetzung, Morphologie, Kristallinität, Oberflächenladung und Aggregations-
status. 
 Die experimentelle Bedingungen des verwendeten Testsystems, die zu einer Modi-
fizierung der NP-Oberfläche beitragen (Opsonierung mit Komplementfaktoren oder 
Immunoglobulinen (Ig) bzw. Ausbildung einer Proteinkorona (siehe Abschnitt 2.6.5)). 
 Die Charakteristika des verwendeten Zellmodells, wie Zelltyp (Phagozyt - nicht phago-
zytierenden Zelle), Differenzierungsstatus (Monozyt - Makrophage) sowie die Ex-
pression bestimmter Oberflächenrezeptoren, die für eine Aufnahme entscheidend sein 
können [Unfried et al. 2007]. 
Die Interaktion der verschiedenen Faktoren untereinander ist noch nicht genau ent-
schlüsselt, was das Auffinden gemeinsamer Strukturelemente erschwert, anhand derer Vor-
hersagen über den Aufnahmemechanismus möglich wären. Jedoch ist es theoretisch mög-
lich, dass Partikel unter 100 nm über alle aufgeführten Transportmechanismen in die Zelle 
gelangen können [Krug und Wick 2011]. Im Folgenden soll beispielhaft der Einfluss ver-
schiedener physiko-chemischer Parameter auf die zelluläre Aufnahme gezeigt werden. 
Als einer der auffälligsten physiko-chemischen Parameter wurde bereits in vielen Studien 
der Einfluss der Partikelgröße auf die Aufnahmemechanismen untersucht. In einer Studie 
von Hoekstra et al. [2004] konnte gezeigt werden, dass Latex-NP < 200 nm über CME auf-
genommen werden, jedoch mit steigendem Partikeldurchmesser die CaME immer mehr in 
den Vordergrund rückt. Raynal et al. [2004] konnte für 100 nm große dextranbeschichtete 
superparamagnetische Eisenoxidnanopartikel (superparamagnetic iron oxide nanoparticles; 
SPION) eine über den scavenger receptor class A (SR-A) vermittelte Aufnahme nachweisen, 
während für 20 nm große Partikel derselben Sorte durch rezeptorunvermittelte 
pinozytotische Mechanismen beobachtet wurden [Fleige et al. 2002]. Darüber hinaus konnte 
auch für die Aufnahme von Au-NP, neben verschiedenen Oberflächeneigenschaften und 
dem Längenverhältnis, ein Einfluss der Partikelgröße auf die Aufnahme beobachtet werden. 
So konnte gezeigt werden, dass sphärische 50 nm große Au-NP am effektivsten auf-
genommen werden [Chithrani et al. 2009]. Auch Lohbach et al. [2006] konnte für 
fluoreszenzmarkierte Partikel im Bereich von 50 – 1000 nm in humanen Endothelzellen eine 
größenabhängige Effektivität der Aufnahme, ebenfalls mit einer Präferenz für 50 nm große 
Partikel, beobachten. 
Neben der Größe stellt die Oberflächenladung der Partikel einen weiteren essenziellen 
Faktor für die zelluläre Aufnahme dar. Zurzeit gibt es jedoch noch keine Studien, die auf ein 
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allgemeingültiges Muster in Zusammenhang mit der Oberflächenladung hinweisen. 
Vielmehr liefern diese Studien teilweise widersprüchliche Ergebnisse. So wurde durch Roser 
et al. [1998] im Vergleich zu ungeladenen Partikeln eine erhöhte Aufnahme positiv geladener 
Albumin-NP durch Makrophagen festgestellt, während Fodge et al. [2005] keine erhöhte 
Aufnahme positiv geladener Polystyren-(PS)-Partikel in DZ beobachten konnte. Hingegen 
konnten in einer Studie von Rothen-Rutishauser et al. [2006] keine Unterschiede bei der Auf-
nahme von Metall-, Metalloxid- und Polymernanopartikeln durch Erythrozyten in Bezug auf 
durch die Oberflächenladung festgestellt werden [Rothen-Rutishauser et al. 2006]. 
In engem Zusammenhang mit der Oberflächenladung steht auch die Oberflächenmodi-
fizierung durch Opsonisierung oder die Bildung einer Proteinkorona (siehe Abschnitt 2.6.5), 
wodurch die äußere Hülle der Partikel variieren kann und damit zelluläre Aufnahmepfade 
verändert, verhindert oder unter Umständen erst ermöglicht werden. So konnten Unter-
schiede bei der Aufnahme von Fe2O3-NP durch Makrophagen beobachtet werden, je nach-
dem ob diese unbehandelt oder mit Plasmaopsonierungsfaktoren belegt waren. Obwohl in 
beiden Fällen eine aktive Aufnahme vorlag, deuten die Ergebnisse darauf hin, dass die 
opsonierten NP, im Gegensatz zu den unbehandelten NP, durch rezeptorvermittelte Endo-
zytose internalisiert wurden [Moore et al. 1997]. In einer weiteren Studie konnte gezeigt 
werden, dass die Belegung von Albumin-NP mit dem C3b-Komplementfaktor für die Auf-
nahme durch Makrophagen entscheidend war, jedoch nicht für Monozyten [Roser et al. 
1998]. Darüber hinaus können auch künstliche Oberflächenmodifikationen die Aufnahme-
kinetik stark beeinflussen. So führte eine Beschichtung von NP mit Polyethylenglykol (PEG) 
dazu, dass die Erkennung und Aufnahme durch Makrophagen vermindert wurde 
[Kunzmann et al. 2011], mit der Folge, dass diese über einen längeren Zeitraum im Blutkreis-
lauf zirkulieren konnten. Eine kürzlich veröffentlichte in vivo Studie an Mäusen mit 13 nm 
PEG-beschichteten Au-NP, zeigte jedoch eine effektive Aufnahme der NP durch Kupffer-
Zellen (Makrophagen) der Leber, wodurch oben genannter Effekt wieder relativiert wurde 
[Cho et al. 2009, Kunzmann et al. 2011]. 
Wie bereits erwähnt, stellen die spezifischen Eigenschaften der verwendeten Zellmodelle 
eine entscheidende Rolle für den weiteren Verlauf der Aufnahme von NP dar. So konnten 
vor allem zwischen phagozytierenden und nicht phagozytierenden Zellen Unterschiede 
festgestellt werden. Mehrere Studien konnten bereits eine deutlich verminderter Aufnahme 
von PEG- und Folsäure-beschichteten NP durch Makrophagen im Vergleich zu anderen 
Krebszelllinien nachweisen [Cho et al. 2009, Jiang et al. 2009a, Zhang et al. 2002]. Eine Unter-
suchung von Balogh et al. [2005] hingegen zeigte, dass die Aufnahme von Ag-NP in Epithel-
zellen, Fibroblasten und Monozyten unabhängig von der verwendeten Zellart war. 
Neben den beschriebenen aktiven Aufnahmemechanismen weisen einige Studien darauf 
hin, dass passive, ATP-unabhängige Mechanismen wie Diffusion eine Rolle bei der Inter-
nalisierung von NP spielen könnten. In einer Studie von Rothen-Rutishauser et al. [2006] 
konnte die Aufnahme verschiedener NP, darunter Au, TiO2 sowie Polymerpartikel, durch 
Erythrozyten gezeigt werden, während dies für Mikropartikel nicht mehr möglich war. Dies 
ist insofern bemerkenswert, als dass Erythrozyten nicht mehr über konventionelle phago- 
bzw. endozytotische Mechanismen verfügen, weshalb lediglich passive Aufnahmepfade in-
frage kommen [Krug und Wick 2011, Rothen-Rutishauser et al. 2006]. In verschiedenen In-
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halationsstudien an Ratten konnten sowohl für 22 nm große TiO2 Partikel [Geiser et al. 2005] 
als auch für Ag-NP [Takenaka et al. 2001] Diffusionsvorgänge nachgewiesen werden. 
Letztere Studie konnte aber auch zeigen, dass größere Ag-Aggregate von alveolaren Makro-
phagen internalisiert werden, was einmal mehr die Komplexität der zellulären Aufnahme 
von NP verdeutlicht. 
Unabhängig davon, über welchen Mechanismus NP aufgenommen werden, kann davon 
ausgegangen werden, dass die NP bei einem vesikulären Transport durch eine Membran-
hülle umgeben sind, wohingegen der freie Transport durch eine Zellmembran einen direkten 
Kontakt mit zytosolischen Proteinen und anderen zellulären Molekülen zur Folge hätte, was 
aus toxikologischer Sicht deutlich kritischer zu betrachten ist [Krug und Wick 2011]. Daher 
ist die Aufklärung des Aufnahmemechanismus bei der Bewertung des toxikologischen 
Potenzials von NP von entscheidender Bedeutung. 
2.5.4 Aufnahme nach dem Trojanischen-Pferd-Prinzip 
Im Zuge der zellulären Aufnahme von NP wird in der Literatur auch immer wieder von 
einem Aufnahmemechanismus berichtet, der eine dem Trojanischen Pferd ähnliche Strategie 
nutzt. Dieses Prinzip wurde insbesondere für partiell abbaubare NP verschiedener Metalle 
und Metalloxide, wie Ag [Park et al. 2010], ZnO, Fe2O3, Mn2O3 und CoO [Brunner et al. 2006], 
beobachtet [Stark 2011]. Dabei kommt es nach der vesikulären Aufnahme der Partikel infolge 
einer pH-Wert-Absenkung sowie durch Enzymaktivität in den Phago- bzw. Lysosomen 
unter Freisetzung der entsprechenden Metallionen zur partiellen Partikeldegradation. Der 
daraus resultierende Anstieg des osmotischen Drucks kann zum Aufbrechen der Vesikel 
und zur Freisetzung der Ionen in das Zytosol führen. Im Zytosol schließlich können die 
Metallionen ihr volles toxisches Potenzial entfalten und zur Bildung von reaktiven Spezies 
(RS) (siehe Abschnitt 2.7.1) sowie zu einer Beeinflussung des Genoms oder verschiedener 
Signalkaskaden führen. Im Folgenden soll dieser Mechanismus am Beispiel von Zn genauer 
erläutert werden. Zn ist ein essenzielles Element, das an verschiedenen zellulären Prozessen, 
darunter der Genregulation, beteiligt ist und deshalb mit der Nahrung aufgenommen 
werden muss [Choo und Isalan 2000, Krug und Wick 2011]. Konzentrationen oberhalb von 
100 µM sind jedoch zytotoxisch und führen zur Apoptose, weshalb Zellen evolutionär 
Mechanismen entwickelt haben, mit denen die intrazelluläre Zn-Konzentration kontrolliert 
werden kann. Ein mittlerer ZnO-NP mit einem Durchmesser von 10 - 50 nm enthält in etwa 
zwischen 5 x 103 und 8 x 106 Zinkatome. Bezogen auf ein typisches Zellvolumen von un-
gefähr 500 fl, ergeben sich daraus Konzentrationen zwischen 150 nM und 25 µM, was dazu 
führt, dass schon wenige ZnO-NP zytotoxische Zn-Konzentrationen hervorrufen können 
[Krug und Wick 2011]. Während eine Zelle den Influx von Zn2+ sehr gut kontrollieren kann, 
da diese als geladene Ionen die Zellmembran nicht überwinden können, entziehen sich ZnO-
NP dieser Kontrolle, indem sie als Feststoff vesikulär aufgenommen werden und erst im 
Nachhinein, infolge einer Biotransformation, ihr toxisches Potenzial entfalten. Die 
Maskierung der wahren toxikologischen Identität und die dadurch verursachte Umgehung 
natürlicher Diffusionsbarrieren ist eine Eigenschaft, die sich direkt aus dem Partikelcharakter 
ergibt und daher nicht durch molekulare Strukturen erfolgen kann [Stark 2011]. In diesem 
Zusammenhang ist anzunehmen, dass auch die Absorption von Proteinen wie bspw. Serum-
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albumin durch NP (siehe Abschnitt 2.6.5) einen entscheidenden Einfluss auf die zur Auf-
nahme von NP mittels Trojanischen–Pferd-Mechanismus nimmt, da auch hier die wahre 
Identität der Partikel überdeckt wird und bestimmte Proteine, wie bspw. Apolipoproteine 
eng mit zellulären Aufnahmemechanismen verknüpft sein können [Cedervall et al. 2007a]. 
Dieses Aufnahmeprinzip und die dazugehörige Biodegradation konnte dabei nicht nur in 
in vitro Versuchen, sondern auch in zahlreichen in vivo Studien nachgewiesen werden, 
darunter in Bakterien, Fadenwürmern [Jiang et al. 2009b], Zebrafischen [Griffitt et al. 2007, 
Lubick 2007] und Ratten [Okon et al. 1994, Stark 2011]. 
Darüber hinaus bietet dieser Mechanismus aber auch die Möglichkeit einer gezielten intra-
zellularen Wirkstofffreisetzung in Zellen oder im Organismus, ohne dabei invasiv vorzu-
gehen. Dabei eröffnet dieser säuregesteuerte Freisetzungsmechanismus einen Therapie-
ansatz, mit dem neuartige Medikamente, wie bspw. Proteine, nach oraler Verabreichung in 
den menschlichen Körper transportiert werden können [Alexander T 2005, Jani et al. 1990, 
Soppimath et al. 2005, Stark 2011]. 
2.6 Wirkung von Nanomaterialien auf biologische Systeme 
Im Anschluss an eine erfolgreiche Aufnahme von NP in die Zelle können diese mit einer 
Vielzahl biologischer Strukturen und Moleküle wechselwirken und darüber eine biologische 
Wirkung entfalten. Aufgrund der großen Diversität der Nanomaterialien sind die 
Wirkmechanismen oft ebenso zahlreich, wodurch eine toxikologische Bewertung in der 
Regel von Fall zu Fall durchgeführt werden muss. Dennoch haben sich mittlerweile über 
eine große Bandbreite verschiedener Materialien hinweg einige übergreifende, toxikologisch 
relevante Prinzipien wie die Bildung reaktiver Spezies (RS) durch NP etabliert [Krug und 
Wick 2011, Oberdörster et al. 2005, Unfried et al. 2007].  
Im folgenden Abschnitt sollen daher zum einen die toxikologischen Unterschiede zwischen 
nano- und makrostrukturierter Materie herausgearbeitet sowie zum anderen Mechanismen 
vorgestellt werden, über die NM ihre toxikologische Wirkung entfalten können. Dabei wird 
im Besonderen auf die Bedeutung von RS, der Oberfläche aber auch auf die Ausbildung ver-
schiedener Partikelkoronen eingegangen. 
2.6.1 Einfluss der Oberfläche 
Studien, die das toxikologische Potenzial von NP untersuchen, müssen immer auch die 
chemisch-physikalischen Eigenschaften der NM mit berücksichtigen. Eines der Haupt-
charakteristika, über die sich NM von normaler Materie unterscheiden, ist die Größe. 
Dadurch steht kleineren Partikeln erheblich mehr Oberfläche und eine größere Anzahl an 
Atomen zur Verfügung, durch die sie mit ihrer Umgebung in Kontakt treten können [Krug 
und Wick 2011, Nel et al. 2006]. Darüber hinaus unterscheiden sich NP von „normalen“ lös-
lichen Chemikalien durch die Tatsache, dass sie Absetzungs-, Diffusions- und 
Agglomerationsprozessen unterliegen, die sowohl von der Größe, Dichte sowie von der 
Partikeloberfläche abhängig sind. Diese können maßgeblich die zelluläre Dosis beeinflussen, 
wodurch biologische Effekte nicht mit klassischen Dosis-Wirkungsbeziehungen, die auf 
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Massenangaben beruhen, beschrieben werden können [Teeguarden et al. 2007]. Diese Über-
legungen führen zu der Erkenntnis, dass die Etablierung eines geeigneten dosimetrischen 
Parameters äußerst komplex ist, da neben der Masse auch Parameter wie der Durchmesser, 
die Anzahl und die SOF infrage kommen. Über die Frage, welches das geeignete Maß zur 
Beschreibung toxikologischer Effekte von NM darstellt, herrscht in der Literatur Uneinigkeit. 
In zahlreichen Studien mit verschiedensten NM, darunter PS-Partikel [Brown et al. 2001], 
Kohlenstoffpartikel [Magrez et al. 2006], Silicapartikel [Wottrich et al. 2004] sowie Partikel 
verschiedener Vanadiumoxide [Wörle-Knirsch et al. 2006], konnte die Abhängigkeit bio-
logischer Effekte von der Partikelgröße bzw. dem Durchmesser demonstriert werden. 
Lison et al. [2008] fanden indes, dass die zytotoxischen Eigenschaften von SiO2-NP adäquat 
durch die Masse bzw. die eingesetzte Konzentration beschrieben werden. Dementgegen 
konnte in einigen anderen Studien gezeigt werden, dass adverse biologische Effekte mit der 
Anzahl ultrafeiner Partikel in der Lunge korrelieren [Peters et al. 1997]. Auf der Suche nach 
dem relevantesten Parameter zur Beschreibung von Entzündungsprozessen in der Lunge als 
Reaktion auf eine Inhalation von NP wurde von Wittmaack [2007] die Partikelanzahl als 
bester dosimetrischer Parameter vorgeschlagen.  
In Studien an Ratten und Mäusen von Oberdörster et al. [2000] wurde als Indikator für eine 
proinflammatorische Reaktion nach Inhalation von 20 nm und 250 nm großer TiO2 Partikel 
der prozentuale Anstieg neutrophiler Granulozyten gemessen. Dabei zeigte sich, dass, be-
zogen auf die eingesetzte Masse, die nanostrukturierten Partikel eine deutlich stärkere pro-
inflammatorische Reaktion als die mikrostrukturierten Partikel hervorriefen, jedoch unter 
Bezug auf die Partikeloberfläche beide Partikelsorten eine vergleichbare Dosis-
Wirkungsbeziehung aufwiesen (siehe Abbildung 2.10) [Oberdörster 2000]. 
 
Abbildung 2.10: Anstieg des prozentualen Anteils neutrophiler Granulozyten in der Lungenlavage von Ratten, 24 h nach 
Instillation unterschiedlicher Mengen TiO2-Partikeln der Größen 20 nm und 250 nm. A) Effektstärke aufgetragen gegen die ver-
abreichte Masse der TiO2-Partikel; B) Effektstärke aufgetragen gegen die spezifische Oberfläche der TiO2-Partikel [modifiziert 
nach Oberdörster et al. 2005]. 
Darauf basierend kamen Oberdörster et al. [2000] zu dem Schluss, dass die SOF im Ver-
gleich zur Masse eine geeignetere dosimetrische Größe zur Beschreibung der Dosis-
Wirkungsbeziehungen von NP darstellt. Zu einem ähnlichen Ergebnis kamen auch 
Stöger et al. [2009], die in Inhalationsexperimenten an Mäusen verschiedene CDNP im Be-
reich zwischen 10 - 50 nm (SOF 30 - 800 m²/g) untersuchten und zeigen konnten, dass die 
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Partikeloberfläche der beste dosimetrische Parameter zur Beschreibung der biologischen 
Effekte ist. 
Darüber hinaus ist die Reaktivität, die neben den chemischen Eigenschaften direkt mit der 
SOF zusammenhängt, ein wichtiger Faktor, der biologische Effekte maßgeblich beeinflussen 
kann. So konnte in mehreren Studien, darunter bspw. für Polytetrafluorethylen-(PTFE)-
Partikel, gezeigt werden, dass infolge von Agglomerations- und Aggregationsprozessen und 
einer damit einhergehenden Abnahme der spezifischen Oberfläche auch eine Abnahme des 
toxischen Potenzials verbunden war [Johnston et al. 2000]. Diese Ergebnisse heben den Ein-
fluss sowie die Eignung der SOF zur Beschreibung toxikologischer Effekte hervor. In einem 
2007 veröffentlichten Artikel von Oberdörster et al. [2007a], in dem verschiedene 
Dosisparameter auf ihre Eignung hin, toxische Effekte in der Lunge am besten zu be-
schreiben, untersucht und miteinander verglichen wurden, kamen Oberdörster et al. [2007a] 
zu dem Schluss, dass die Partikelanzahl, im Gegensatz zu SOF, kein geeigneter dosi-
metrischer Parameter ist. Neuere Studien hingegen gehen einen Schritt weiter und 
postulieren, dass, im Gegensatz zur reinen SOF bzw. zum Durchmesser, die chemische Re-
aktivität der Oberfläche oft besser mit der pulmonaren Toxizität korreliert und damit ein ge-
eigneterer Parameter ist [Duffin et al. 2007, Warheit et al. 2009]. 
Diese Untersuchungen zeigen, dass die physikalischen Merkmale einen erheblichen Ein-
fluss auf die potenzielle Wirkung von NP in biologischen Systemen haben können. Jedoch 
dürfen hierbei die chemischen Eigenschaften der NP nicht gänzlich außer Acht gelassen 
werden. So zeigten Arbeiten von Karlsson et al. [2009a] zum Teil ganz unterschiedliche Be-
ziehungen zwischen der Partikelgröße und den toxischen Effekten. So wurden im Falle von 
CuO die stärkeren toxischen Effekte durch nanostrukturierte Partikel und bei TiO2 durch 
mikrostrukturierte Partikel verursacht, wohingegen für manche Materialien wie ver-
schiedene Eisenoxide (Fe2O3 und Fe3O4) keine größenabhängige Toxizität beobachtet 
werden konnte [Krug und Wick 2011]. 
2.6.2 Beeinflussung des zellulären Redoxstatus 
Die Bildung von ROS durch NP konnte in zahlreichen Studien über eine große Bandbreite 
verschiedener Partikel hinweg beobachtet werden und wird mittlerweile als eine der Haupt-
ursachen für die NP-vermittelte Toxizität angesehen [Krug et al. 2006, Krug und Wick 2011, 
Nel et al. 2006, Unfried et al. 2007, Xia et al. 2006]. Die Bildung von ROS kann dabei einerseits 
durch die chemische Reaktivität der Partikel selbst [Stone et al. 1998], zum anderen aber auch 
durch Verunreinigungen aus dem Herstellungsprozess [Pulskamp et al. 2007] bedingt sein. 
Darüber hinaus besteht jedoch auch die Möglichkeit, dass NP direkt mit subzellulären 
Strukturen, die an zellulären Redoxprozessen beteiligt sind, wechselwirken und so durch 
Störung physiologischer Abläufe zu einer Freisetzung zusätzlicher ROS führen. In diesem 
Zusammenhang konnten bereits verschiedene Zielstrukturen, darunter Mitochondrien, das 
ER sowie membrangebundene Enzymkomplexe wie die Nicotinamidadenindinukleotid-
phosphat–(NADPH)-Oxidase, die für eine solche Interaktion von Bedeutung sind, identi-
fiziert werden [Unfried et al. 2007].  
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Seit Langem ist bekannt, dass im Zuge der physiologisch bedingten mitochondrialen 
Atmungskette infolge einer gezielten Reduktion von molekularem O2 ROS gebildet werden, 
die zu einem gewissen Prozentsatz immer auch in das Zytosol freigesetzt werden [Cadenas 
2004, Chance et al. 1979, Turrens 2003]. Verschiedene Studien gehen davon aus, dass 3 – 10 % 
des O2 nicht komplett umgesetzt werden und in Form von H2O2 oder dem 
Superoxidradikalanion (O2.-) freigesetzt werden [Simkó et al. 2009, Turrens 2003]. Im Zu-
sammenhang mit der Interaktion von NP mit Mitochondrien wird angenommen, dass diese 
entweder direkt mit dem Elektronenfluss interagieren oder durch eine Beeinträchtigung der 
Mitochondrienmembran den ROS-Verlust und damit die Freisetzung in das Zytosol erhöhen 
können. Obwohl bisher noch kein direkter Beweis für diese Interaktion geliefert werden 
konnte, zeigen mehrere Studien, dass es nach einer Exposition von Zellen gegenüber NM zu 
einer Erhöhung des intrazellulären ROS-Gehalts, verbunden mit einer Schädigung bzw. 
Lokalisation der NP innerhalb der Mitochondrien, kommen kann [Li et al. 2003, Unfried et al. 
2007, Xia et al. 2006]. Die Bandbreite der dabei untersuchten Materialien reicht von rein 
metallischen und metalloxidischen NP, wie Ag, Al, Fe3O4, MoO3 und TiO2 [Hussain et al. 
2005], über Polymerpartikel, wie kationische PS-Partikel [Xia et al. 2006], bis hin zu ver-
schiedenen Kohlenstoffnanomaterialien, darunter SWCNT, MWCNT und C60-Fullerenen [Jia 
et al. 2005, Unfried et al. 2007, Zhu et al.]. 
In Verbindung mit der Interaktion von NP mit subzellulären Strukturen wie den Mito-
chondrien sowie dem ER kann es zur Freisetzung großer Mengen Ca2+ in das Zytosol 
kommen, was in weiterer Folge zu einer Störung der Ca2+-Homöostase führen kann [Unfried 
et al. 2007]. Darüber hinaus können scheinbar auch Beeinträchtigungen diverser Ca2+-Kanäle 
in der Plasmamembran zu einem Anstieg des zytosolischen Ca2+-Gehalts beitragen [Krug et 
al. 2006]. Als Folge des gestörten Ca2+-Gleichgewichts kann es zur Aktivierung Calmodulin-
abhängiger Enzyme wie der Stickstoffmonoxid-Synthase (nitric oxide synthase; NOS) und zur 
Bildung von reaktiven Stickstoffspezies (reactive nitrogen species; RNS) kommen [Klotz 2002, 
Klotz und Sies 2003, Unfried et al. 2007]. Darüber hinaus zeigen Untersuchungen, dass auf-
grund eines erhöhten intrazellulären Ca2+-Gehalts eine Aktivierung verschiedener 
Transkriptionsfaktoren wie bspw. des nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B 
cells (NF-κB) oder des activator protein 1 (AP-1) erfolgen kann. Inwieweit ROS eine Rolle bei 
der Freisetzung spielen, ist nicht vollständig geklärt, da die Interaktionen zwischen intra-
zellulärem Ca2+ und ROS komplex sind und sich gezeigt hat, dass diese sich bei der Signal-
transduktion gegenseitig aktivieren und verstärken können [Brown et al. 2004, Stone et al. 
2000].  
Die übermäßige Bildung von ROS hat darüber hinaus großen Einfluss auf den Status zell-
eigener Antioxidanzien wie bspw. dem Glutathion (GSH). Während ein kurzfristiger, 
moderater Anstieg an ROS zu einer Stimulierung der Neusynthese von GSH führen kann 
(siehe Abschnitt 2.6.3), führt eine dauerhaft hohe Belastung mit ROS in der Regel zu einer 
schnellen Depletion von GSH [Nel et al. 2006]. Letzteres konnte in verschiedenen Studien 
bereits für zahlreiche nanostrukturierte Materialien unterschiedlichen chemischen 
Charakters, darunter Metalle wie Ag, Ni, Co [Hussain et al. 2005], oxidische Metallver-
bindungen wie BaSO4, Fe3O4, TiO2 [Hussain et al. 2005, Tran et al. 2007] sowie für Kohlen-
stoffmodifikationen wie CB [Stone et al. 1998] nachgewiesen werden.  
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Durch einen erniedrigten GSH-Status werden Zellen gegenüber exogenen Schadstoffen wie 
bspw. den generierten ROS selbst oder anderen elektrophilen Substanzen anfälliger, was sich 
in weiterer Folge in der oxidativen Schädigung zellulärer Moleküle wie der Lipide der Zell-
membran, verschiedener Proteine sowie der DNA äußern kann [Halliwell 2007, Unfried et al. 
2007]. 
2.6.3 Beeinflussung verschiedener zellulärer Signalkaskaden 
Die Beeinflussung zellulärer Signalwege ist eine weitere Möglichkeit, über die NP in viel-
fältiger Weise mit Zellen interagieren und eine biologische Wirkung entfalten können. Am 
Ende einer solchen Interaktion mit Signalkaskaden steht in der Regel entweder die Frei-
setzung proinflammatorischer Zytokine, die Einleitung der Apoptose oder aber die 
Stimulierung der Proliferation [Unfried et al. 2007]. 
In mehreren Studien wurde daher der Einfluss nanostrukturierter Materie auf zelluläre 
Signalwege untersucht, wobei eine große Bandbreite chemisch unterschiedlicher NM ge-
testet wurde, angefangen bei kohlenstoffhaltigen NM wie CDNP [Xia et al. 2006] und CB 
[Brown et al. 2004, Weissenberg et al. 2010], über halb- bzw. nichtmetallische NP wie SiO2 
[Boraschi et al. 2004] oder PS [Brown et al. 2001], bis hin zu metallischen und metall-
oxidischen NP wie Co, ZrO2 und TiO2 [Boraschi et al. 2004, Xia et al. 2006]. In einigen dieser 
Studien konnte dabei infolge einer Exposition gegenüber NP die Freisetzung pro-
inflammatorischer Zytokine wie Interleukin-(Il)-1, Il-1β, Il-6, Il-8 sowie dem 
Tumornekrosefaktor-α (TNF-α) als übereinstimmender biologischer Effekt beobachtet 
werden [Boraschi et al. 2004, Churg et al. 1999, Krug et al. 2006]. 
Obwohl diese Materialien stark voneinander abweichende physiko-chemische Eigen-
schaften aufweisen, scheinen gemeinsame Gesetzmäßigkeiten zu existieren, die zur 
Aktivierung zellulärer Signalkaskaden und Freisetzung entzündungsfördernder Zytokine 
führen. Die Gemeinsamkeit der verschiedenen NM liegt dabei sehr wahrscheinlich in der 
Fähigkeit, ROS zu generieren, die wiederum die Fähigkeit besitzen, redoxsensitive Signal-
wege bzw. Transkriptionsfaktoren wie NF-κB, AP-1 oder den nuclear factor erythroid 2p45 
(NF-E2)–related factor 2 (Nrf2) zu aktivieren [Krug et al. 2006, Unfried et al. 2007].  
In einer Reihe verschiedener Experimente mit alveolaren Makrophagen, die ultrafeinen 
Kohlenstoffpartikeln ausgesetzt wurden, konnte gezeigt werden, dass sowohl die Bindungs-
aktivität von AP-1 an die DNA, als auch die Kerntranslokation von NF-κB von der intra-
zellulären Ca2+-Konzentration abhängig sind, die durch ROS maßgeblich beeinflusst werden 
kann (siehe Abschnitt 2.6.2). Darüber hinaus demonstrierte die Studie von Brown et al. 
[2004], dass der Einstrom von Ca2+-Ionen und damit die Aktivierung der Transkriptions-
faktoren zwar durch nanostrukturierte (14 nm), nicht aber durch mikrostrukturierte Kohlen-
stoffpartikel (260 nm) ausgelöst werden kann [Brown et al. 2004, Unfried et al. 2007]. Darüber 
hinaus konnten auch in einer Humanstudie, die die Auswirkung von Partikeln aus Diesel-
abgasen (diesel exhaust particles; DEP) auf Lungenepithelzellen untersuchte, die Aktivierung 
und Translokation der Transkriptionsfaktoren AP-1 und NF-κB sowie die Freisetzung ver-
schiedener Zytokine, darunter das Granulozyten rekrutierende IL-8, festgestellt werden. Die 
Freisetzung von IL-8 durch Epithelzellen korrelierte dabei jedoch besser mit der Aktivierung 
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von AP-1 als mit der von NF-κB, was einerseits einen übergeordneten Einfluss von AP-1, 
andererseits die Unabhängigkeit der IL-8 Freisetzung von NF-κB andeutet [Sandstrom et al. 
2005, Unfried et al. 2007].  
Im Zuge der Aufklärung initialer Ereignisse, die zur Aktivierung der Transkriptions-
faktoren führen, wurde vor allem die Interaktion von NP mit vorgeschalteten Signal-
kaskaden der mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK) näher untersucht. Dabei konnte 
gezeigt werden, dass die Aktivierung von AP-1 sowie die Transkription verschiedener Ziel-
gene durch CDNP über klassische MAPK-Signalwege wie die c-Jun N-terminale Kinasen 
(JNK1, JNK2 oder p38) und die extrazellulär signalregulierten Kinasen (ERK1 und ERK2) 
verläuft [Reddy et al. 2004, Unfried et al. 2007]. 
Die Signaltransduktion von MAPK kann durch Mitglieder der Familie der membran-
ständigen Rezeptortyrosinkinasen wie bspw. dem epidermal growth factor receptor (EGFR) 
ausgelöst werden. Neben einer Aktivierung des EGFR durch Bindung spezifischer Liganden 
wie dem EGF kann dies auch durch oxidativen Stress erfolgen. Dieser Zusammenhang 
wurde in verschiedenen Studien, sowohl an murinen als auch an humanen Lungenepithel-
zellen für Kohlenstoffnanopartikel gezeigt, indem die Abhängigkeit einer ROS-induzierten 
Proliferation von der Aktivität des EGFR demonstriert wurde [Sydlik et al. 2006, Unfried et 
al. 2008, Weissenberg et al. 2010]. Im Zuge dessen stellte sich heraus, dass die Aktivierung 
des EGFR und die Signalweiterleitung hauptsächlich durch intrazellulär gebildete ROS in-
duziert wird [Weissenberg et al. 2010]. Einige andere Studien wiesen zudem eine Hoch-
regulierung spezifischer Rezeptorliganden wie dem Heparin-binding EGF-like growth factor 
(HB-EGF) oder dem Amphiregulin [Blanchet et al. 2004] nach, die in weiterer Folge als 
Ursache einer autokrinen Stimulation und anhaltenden Rezeptoraktivierung nach einem 
lediglich kurzzeitigen ROS-Stimulus durch Partikel diskutiert wurde [Unfried et al. 2007]. 
MAPK sind dafür bekannt, dass sie durch eine Reihe verschiedener extrazellulärer Stimuli 
aktiviert werden können und eine große Bandbreite oft auch gegensätzlicher biologischer 
Effekte auslösen können. Daher ist eine genaue Zuordnung spezifischer Endpunkte zu den 
einzelnen MAPK von entscheidender Bedeutung. So konnte die IL-8-Freisetzung sowohl 
in vitro als auch in vivo eindeutig mit der Aktivierung von p38 in Verbindung gebracht 
werden. Der Einfluss von JNK1/2 und ERK1/2 hingegen konnte in diesem Zusammenhang 
noch nicht restlos aufgeklärt werden [Kim et al. 2005]. In Untersuchungen an kultivierten 
Lungenzellen konnte der Einfluss verschiedener MAPK sowohl mit Proliferation als auch 
mit Apoptose in Zusammenhang gebracht werden. Während die Aktivierung von ERK1/2 
durch ufCB die Proliferation stimulierte, zeigte sich die Aktivierung von JNK1/2 für die In-
duktion der Apoptose verantwortlich. Trotz dieser diametralen Endpunkte konnte nach-
gewiesen werden, dass beide Signalkaskaden von einer Aktivierung des EGFR abhängen, 
was jedoch den Einfluss weiterer molekularer Mechanismen impliziert. Weitergehende 
Untersuchungen zeigten, dass Integrine an einer Differenzierung in proliferative und 
apoptotische Signale beteiligt sind. Bei Integrinen handelt es sich um Transmembran-
rezeptoren, die Moleküle der extrazellulären Matrix mit den Signal-übertragenden Bestand-
teilen der fokalen Adhesionskomplexe sowie dem Zytoskelett verbinden. Die Inhibierung 
von β1-Integrin hatte eine Unterdrückung der ERK1/2 vermittelten Proliferation, nicht aber 
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die JNK1/2 induzierte Apoptose zur Folge, was darauf hinweist, dass die NP-induzierte 
Proliferation sowohl von der Aktivierung des EGFR als auch vom β1-Integrin abhängig ist 
[Sydlik et al. 2006, Unfried et al. 2007]. Untersuchungen zur Zelladhäsion deuten einen ko-
operativen Effekt zwischen beiden Membranrezeptoren an und implizieren, dass der EGFR 
einer integrinvermittelten Weiterleitung extrazellulärer Signale dient (siehe Abbildung 2.11). 
Die Integrin-abhängige Aktivierung von EGFR wird zurzeit jedoch noch nicht vollständig 
erfasst. In Übereinstimmung mit der partikelinduzierten Proliferation sowie der 
Phosphorylierung von ERK1/2 konnten Unfried et al. [2008] zusätzlich zeigen, dass diese 
beiden Membranrezeptoren auch für eine Aktivierung der Proteinkinasen B (Akt) sowie für 
die davorgeschalteten Phosphatidylinositol 3-Kinasen (PI3K) verantwortlich sind. Als 
klassische Signalmoleküle der Integrin-vermittelten Signaltransduktion spielen die focal 
adhesion kinase (FAK) und die integrin-linked kinase (ILK) im Zuge von Zelladhäsions-
prozessen eine wichtige Rolle bei der Aktivierung von PI3K und Akt. Die Studie zeigte 
jedoch, dass keines der beiden Proteine an den nanopartikelinduzierten Effekten beteiligt ist, 
was die integrinvermittelte Aktivierung von Akt zwar PI3K-abhängig, jedoch unabhängig 
von gut untersuchten fokalen Adhäsionsproteine macht (siehe Abbildung 2.11). Während 
eine Proliferation unter Beteiligung von ERK1/2 über den Transkriptionsfaktor E twenty-six 
(ETS)-like transcription factor 1 (Elk-1) und die Aktivierung zyklinabhängiger Kinasen ver-
läuft, wird der Einfluss von Akt auf den Zellzyklus über Forkhead-Box-Proteine (FOX)11 ver-
mittelt, weshalb die beiden Signalwege in der Regel als unabhängig voneinander gesehen 
werden. Dennoch zeigte Unfried et al. [2008], dass der PI3K/Akt-Signalweg für die NP in-
duzierte ERK1/2 Aktivierung verantwortlich ist. Der genaue molekulare Mechanismus, 
durch den ERK1/2 phosphoryliert wird, ist noch nicht vollständig aufgeklärt, sodass eine 
Aktivierung entweder durch Akt selbst oder durch nachgeschaltete Kinasen wie der 
Glykogensynthase Kinase-3 (GSK-3), die eine große Bandbreite an Proteinen zu 
phosphorylieren vermag, denkbar ist. Die Beteiligung von Integrinen an nanopartikel-
induzierten biologischen Effekten weißt auf die Einbeziehung extrazelluläre Membran-
strukturen hin, auch wenn gezeigt wurde, dass NP zum einen relativ leicht in Zellen ein-
dringen können und zum anderen die biologischen Effekte maßgeblich durch intrazelluläre 
ROS hervorgerufen werden (siehe Abbildung 2.11) [Unfried et al. 2008]. 
Ein weiterer Transkriptionsfaktor, der dem Einfluss von NP unterliegen kann, ist Nrf2, der 
die Genexpression vieler, dem Phase-II-Metabolismus zugehöriger Enzyme regelt. Dabei 
kann eine Aktivierung von Nrf2 einerseits durch ROS, die im Zuge einer Exposition gegen-
über NP generiert wurden, aktiviert werden. Andererseits ist auch eine Aktivierung infolge 
einer Querverknüpfung des Nrf2/ARE-Signalwegs mit der MAPK möglich. Sowohl auf die 
Aktivierung von Nrf2 durch ROS als auch auf die Querverknüpfung zwischen den Signal-
wegen wird in Abschnitt 2.7.2.3 genauer eingegangen. 
                                                          
 
11 Die Forkhead-Box-Proteine stellen eine Gruppe verschiedener Transkriptionsfaktoren dar, die eine wichtige 
Rolle bei der Expression von Genen, die an zellulären Prozessen wie Zellwachstum, Proliferation sowie 
Differenzierung beteiligt sind, spielen [Tuteja und Kaestner 2007].  
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Abbildung 2.11: Schematische Darstellung einer potenziellen Beeinflussung von Membranrezeptoren und zellulären Signal-
kaskaden nach eine Exposition von murinen Lungenepithelzellen gegenüber Carbon Black (CB) [modifiziert nach Unfried et al. 
2007, Unfried et al. 2008]. Akt = Proteinkinase B; ERK1/2 = extrazellulär signalregulierte Kinase; EGFR = (epidermal growth factor 
receptor) epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor; NP = Nanopartikel; 1/2; FAK = focal adhesion kinase; JNK1/2 = c-Jun N-terminale 
Kinase 1/2; ILK = integrin-linked kinase; PI3K = Phosphatidylinositol 3-Kinasen. 
Dieser Abschnitt verdeutlicht das komplexe Zusammenspiel verschiedener Signalkaskaden 
untereinander sowie deren vielfältige Interaktion mit NP. Verschiedene Studien zeigen 
dabei, dass NP sowohl auf Ebene der Membranrezeptoren und Membrandomänen als auch 
auf der Ebene der Transkriptionsfaktoren selbst mit zellulären Signalkaskaden interferieren 
können. Des Weiteren weist die Beteiligung von Transmembranrezeptoren sowie von 
membrangebundener Signaltransduktion auf einen großen Einfluss membranvermittelter 
Effekte durch NP hin. Im Zuge dessen kann sowohl die Membranzusammensetzung spezi-
fischer Domänen der Membran wie rafts als auch die extrazelluläre Matrix einen signi-
fikanten Einfluss nehmen und Grund für zelltypspezifische Reaktionen auf NP sein [Unfried 
et al. 2008, Weissenberg et al. 2010]. 
2.6.4 Beeinflussung des Genoms 
Die DNA stellt aufgrund ihres nukleophilen Charakters ein primäres Ziel für elektrophile 
Substanzen wie ROS oder RNS dar. Die oxidative Schädigung der DNA ergibt sich einerseits 
als unvermeidbare Konsequenz des aeroben Zellmetabolismus, kann aber anderseits im 
Zuge erhöhter ROS- und RNS-Bildung oder Störung des zellulären Redoxgleichgewichts 
verstärkt auftreten (siehe Abschnitt 2.7). Neben den Basen selbst können auch die Desoxy-
ribosereste einem Angriff durch RS unterliegen. Mittlerweile konnten mehr als 20 oxidative 
Basenläsionen identifiziert werden, von denen das 7,8-Dihydro-8-oxoguanin (auch 8-oxo-
Guanin, 8-OxoG) als Biomarker für eine oxidative DNA-Schädigung die größte Beachtung 
findet. Diese Basenveränderung entsteht hauptsächlich durch die Addition eines Hydroxyl-
radikals (OH) in der C8-Position des Guanins (G) und kann aufgrund seiner veränderten 
Polarität zur Mutation führen, da eine Fehlpaarung von G mit Adenin (A) die Folge sein 
können [Cooke et al. 2003, Karlsson 2010, Petersen und Nelson 2010]. Auf weitere Basen-
modifikationen sowie auf deren Bildung wird in Abschnitt 2.8.1 eingegangen. 
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Wie bereits in Abschnitt 2.6.2 ausgeführt, wird die Bildung von RS als einer der Haupt-
mechanismen angesehen, über die NP ihr toxisches Potenzial entfalten können. Es konnte 
daher bereits in zahlreichen Studien, in denen eine Schädigung der DNA nachgewiesen 
wurde, auch gezeigt werden, dass diese oxidativer Natur waren. Die Bandbreite der nano-
strukturierten Materialien, die zu einer oxidativen Schädigung der DNA führen können, ist 
groß und reicht von verschiedenen Kohlenstoffmodifikationen wie CB [Jacobsen et al. 2007], 
Fullerenen [Møller et al. 2010] und CNT [Folkmann et al. 2008], über Metalloxide wie CuO, 
Fe2O3 [Karlsson et al. 2009a] ZnO und TiO2 [Gerloff et al. 2009, Karlsson et al. 2009a] hin zu 
Metallen wie Au [Li et al. 2008]. 
Unabhängig von einer indirekten Schädigung der DNA durch RS können NP aufgrund 
ihrer Größe auch direkt mit der DNA in Wechselwirkung treten und zu einer Schädigung 
führen. Voraussetzung hierfür ist jedoch eine Translokation der NP in den Zellkern. Dies ist 
prinzipiell auf zwei verschiedenen Wegen möglich. Zum einen können die Oberflächen der 
NP gezielt mit Substanzen wie Phospholipiden beschichtet werden, die zu einer Ver-
schmelzung mit der Kernhülle und anschließenden Freisetzung im Nucleus führen [Mikos et 
al. 1999]. Zum anderen können NP über die Kernporenkomplexe in den Nucleus eindringen, 
durch die sie entweder passiv hindurchdiffundieren oder infolge einer Interaktion mit den 
Bestandteilen des nukleozytoplasmischen Transportsystems aktiv aufgenommen werden 
[Gorlich 1998, Unfried et al. 2007].  
In mehreren Studien konnte bereits die Translokation verschiedener NP in den Kern nach-
gewiesen werden [Chen und von Mikecz 2005, Geiser et al. 2005, Pante und Kann 2002, 
Yamamoto et al. 2004]. Dabei konnte in Übereinstimmung mit der Theorie eines 
nukleozytoplasmatischen Transports die Aufnahme 24 – 39 nm große spezialbeschichteter 
Au-NP über die Kernporenkomplexe gezeigt werden [Pante und Kann 2002]. Des Weiteren 
konnte in einer Studie von Yamamoto et al. [2004] innerhalb von 15 min eine Aufnahme von 
mit Kernlokalisationssequenzen beschichteten QD beobachtet werden. Des Weiteren wurde 
in einer Studie von Chen und von Mikecz [2005] eine Kerntranslokation ausschließlich für 
70 nm große, fluoreszenzmarkierte, amorphe SiO2-Partikel beobachtet. Die molekularen Zu-
sammenhänge hinter der Kerntranslokation von NP werden zurzeit noch nicht vollständig 
verstanden, wodurch vor allem im Fall unbehandelter NP Fragen bezüglich des Aufnahme-
mechanismus offenbleiben. Darüber hinaus bleibt auch unbeantwortet, inwieweit 
NP < 10 nm für eine Translokation überhaupt einer spezifischen Interaktion mit den Kern-
porenkomplexen bedürfen [Unfried et al. 2007]. 
Auf keinen Fall bedeutet dies jedoch, dass NP, die nicht in den Kern translozieren bzw. 
keine RS bilden, nicht zur Schädigung des Genoms führen können. Vielmehr kann es im 
Zuge der Zellteilung und Auflösung der Kernmembran zur Interaktion von NP mit Chromo-
somen sowie dem Spindelapparat kommen, was zu einer Bildung von Mikrokernen führen 
kann, die bereits sowohl in vitro [Gurr et al. 2005] als auch in in vivo Studien [Rahman et al. 
2002] nach Exposition gegenüber TiO2-NP nachgewiesen werden konnten [Unfried et al. 
2007]. 
Die Folgen einer DNA-Schädigung sind vielfältig und können in Abhängigkeit von der 
Schwere ernsthafte pathophysiologische Folgen nach sich ziehen. Auf zellulärer Ebene sind 
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vornehmlich drei unmittelbare Konsequenzen denkbar, darunter die Induktion und 
Fixierung einer Mutation, die Einleitung eines Zellzyklusarrests oder aber die Aktivierung 
von Signalkaskaden, die zur Apoptose führen. Mutationen können entweder einzelne oder 
mehrere Gene, aber auch ganze Chromosomen betreffen [Schins und Hei 2006, Unfried et al. 
2007]. Punktmutationen der DNA sind dabei häufig in veränderten Onco- und Tumorsup-
pressorgenen zu finden, weshalb mit ihnen die Entstehung vieler Krankheiten, darunter 
Krebs sowie neurodegenerative Erkrankungen, assoziiert wird [Cooke et al. 2003, Krug et al. 
2006]. Um dem vorzubeugen, sind Zellen mit einer Reihe effizienter DNA-
Reparaturmechanismen ausgestattet, die einen Schaden erkennen und infolgedessen einen 
Zellzyklusarrest in der G1- bzw. G2-Phase einleiten können, wodurch mehr Zeit zur 
Reparatur des Schadens bleibt und einer Fixierung der Mutation während der Replikation 
bzw. Mitose vorgebeugt werden kann [Cooke et al. 2003, Zhou und Elledge 2000]. Ist der 
Schaden am Genom irreparabel, wird die Apoptose eingeleitet. Neben den zuvor an-
geführten Möglichkeiten ist auch eine Beeinflussung der genomischen Integrität aufgrund 
einer Interaktion von NP mit verschiedenen DNA-Reparaturmechanismen denkbar. Dies 
könnte eventuell für metallische NP von Relevanz sein, die entweder direkt oder durch Frei-
setzung löslicher Metallionen DNA-Reparaturpozesse hemmen oder beeinflussen, wie das 
bereits für verschiedene Metalle demonstriert werden konnte [Hartwig 2002, Kawanishi et al. 
2002, Kessel et al. 2002, Tran et al. 2002, Unfried et al. 2007]. Darüber hinaus ist im Falle einer 
Translokation von NP in den Zellkern auch eine Wechselwirkung mit Kernkomponenten 
wie Topoisomerasen oder Histonen möglich, die für die Transkription und Aufrecht-
erhaltung der DNA-Integrität essenziell sind. In einer Studie von Chen und von Mikecz 
[2005] konnte nach einer Kerntranslokation 70 nm großer SiO2-NP die Induktion von 
Aggregaten zwischen den Partikeln und den Kernkomponenten beobachtet werden, die 
neben Bestandteilen des Ubiquitin-Proteasomsystems auch Topoisomerase I, Histone sowie 
Transkriptionskofaktoren (CREB-binding protein) enthielten und mit einer Hemmung der Re-
plikation und der Zellproliferation sowie deutlichen Alterungserscheinungen der Zellen 
assoziiert waren [Unfried et al. 2007]  
Die vorangehenden Abschnitte machen deutlich, dass die Bildung von RS in vielen Fällen 
ein initiales Schlüsselereignis der NP-vermittelten Toxizität darstellt. Dennoch lassen sich 
zurzeit trotz zum Teil. überlappender toxikologischer Eigenschaften und Wirkmechanismen 
noch keine allgemeingültigen Wirkprinzipien formulieren, da die Substanzklasse der NP zu 
heterogen ist. Entgegen vielen Studien, die eine ROS-vermittelte Wirkung verschiedener NP 
beschreiben, existieren auch Untersuchungen, die zeigen konnten, dass NP keine ROS 
generieren [Pelka et al. 2009] und sogar antioxidative Eigenschaften aufweisen [Watanabe et 
al. 2009] und trotzdem zu einer Schädigung der Zelle führen können [Pelka et al. 2009]. Es ist 
daher unerlässlich, dass bei Untersuchungen zu biologischen Wirkungen von NM immer 
auch eine Beschreibung der physiko-chemischen Parameter vorliegt, um in Zukunft das 
komplexe Zusammenspiel aller Faktoren besser zu verstehen und eventuell Modelle zu er-
halten, auf deren Basis sich gemeinsame Prinzipien zum toxikologischen Verhalten von NP 
entwickeln lassen [Krug und Wick 2011, Oberdörster et al. 2005, Oberdörster et al. 2007b, 
Unfried et al. 2007]. Eine zusammenfassende Darstellung der beschriebenen biologischen 
Wirkungen zeigt Abbildung 2.12. 
2 Theoretischer Hintergrund 
47 
 
 
Abbildung 2.12: Schematische Darstellung möglicher biologischer Wirkungen von Nanomaterialien [modifiziert nach Simkó 
2011]. AP-1 = (activator protein-1) Aktivator Protein-1; NF-κB = nuclear factor kappa-light-chain–enhancer of activated B cells; 
ROS = (reactive oxygen species) reaktive Sauerstoffspezies; RNS = (reactive nitrogen species) reaktive Stickstoffspezies; 
VNP = vesikuläre Nanopartikel; ZNP = zytosolische Nanopartikel. 
2.6.5 Interaktion mit Proteinen  
Im Zuge der Untersuchung der Eigenschaften von NP muss immer auch berücksichtigt 
werden, dass diese sowohl in vitro als auch in vivo in Kontakt mit biologischen Flüssigkeiten 
und Matrices treten, die immer auch eine Mischung unterschiedlichster Biomoleküle wie 
Zucker, Lipide und Proteine enthalten. Aufgrund der hohen Oberflächenenergie der NP ist 
anzunehmen, dass deren Oberfläche beim Kontakt mit diesen Biomolekülen aufgrund von 
Absorptionsprozessen unter Ausbildung einer sog. „Korona“ belegt wird. Diese Korona ver-
körpert schließlich die eigentliche biologische Identität der Partikel und wird maßgeblich die 
Interaktion der NP mit Zellen und anderen biologischen Molekülen bestimmen, sodass diese 
nicht mehr primär von dem eigentlichen Partikel, sondern von den assoziierten Proteinen 
abhängig ist. Darüber hinaus besteht auch die Wahrscheinlichkeit, dass durch die Ab-
sorption bestimmter Proteine an die Oberfläche von NP sowohl die zelluläre Aufnahme als 
auch die systemische Verteilung im Körper beeinflusst werden. Nachfolgend sollen daher 
grundlegende Mechanismen und Vorgänge, die zur Ausbildung der Proteinkorona führen, 
beschrieben werden. 
2.6.5.1 Bildung und Zusammensetzung der Proteinkorona 
In einer typischen biologischen Umgebung liegen mehrere Tausend Proteine vor, die alle um 
den begrenzten Platz auf der Oberfläche der NP konkurrieren. Im Bestreben der Partikel, 
ihre hohe Oberflächenenergie möglichst effektiv zu verringern, kommt es über die Zeit zur 
Ausbildung unterschiedlich zusammengesetzter Koronen, die in „weich“ und „hart“ unter-
2 Theoretischer Hintergrund 
48 
 
teilt werden können. In diesem Zusammenhang wird zuerst die weiche Korona durch 
Proteine gebildet, die zwar in großen Mengen vorhanden sind, hohe Assoziationsraten be-
sitzen, aber nicht zwingend eine hohe Affinität zur Partikeloberfläche aufweisen müssen. Da 
die Absorption von Proteinen immer auch im Gleichgewicht mit Dissoziationsvorgängen 
steht, wird mit fortschreitender Zeit die sog. harte Korona gebildet, die sich mehr und mehr 
aus Proteinen zusammensetzt, die eventuell in geringerer Konzentration vorliegen, jedoch 
eine höhere Affinität sowie langsamere Dissoziationsraten aufweisen [Cedervall et al. 2007a]. 
Darüber hinaus beeinflussen viele weitere Faktoren die genaue Zusammensetzung der 
Proteinkorona, darunter Partikeleigenschaften wie der Durchmesser, die Form sowie die 
Oberflächenchemie bzw. -Ladung. Ein wichtiger Aspekt im Zusammenhang mit 
nanopartikulierten Systemen stellt die Oberflächenkrümmung dar, wodurch sich die Ab-
sorptionseigenschaften von NP von denen mikro- bzw. makrostrukturierter Materie stark 
unterscheiden können [Monopoli et al. 2011]. Auch wird die Beschaffenheit durch die 
individuelle Zusammensetzung der biologischen Matrix bestimmt. Zurzeit sind nur wenige 
Untersuchungen vorhanden, die sich mit der Bildung und Zusammensetzung der Protein-
korona ausführlich beschäftigen. Zentrales Element, das nach einer Aufnahme oder nano-
medizinischen Anwendung eine systemische Verteilung von NP vermitteln würde, ist der 
Blutkreislauf. Daher stehen Studien, die eine Interaktion von NP mit dem humanen Blut-
plasma und dessen Proteinen untersuchen, zurzeit im Vordergrund. 
Vor diesem Hintergrund konnte bereits in mehreren Studien anhand verschiedener NP, 
darunter Copolymerpartikel aus N-Isopropylacrylamid (NIPAM) und N-tert.-Butyl-
acrylamid (BAM) [Cedervall et al. 2007a, Cedervall et al. 2007b], sulfonierten PS-Partikeln 
(SulPS) und SiO2-Partikeln [Monopoli et al. 2011], u. a. der Einfluss des Durchmessers, der 
Hydrophobizität sowie der Proteinkonzentration auf die Zusammensetzung der Korona 
untersucht werden. 
Die zeitabhängige Ausbildung verschiedener Proteinkoronen und damit die Ausbildung 
einer weichen und harten Korona konnte anhand von 70 nm großen NIPAM/BAM-NP ge-
zeigt werden. Im Zuge dessen wurde beobachtet, dass humanes Serumalbumin (HSA) als 
eines mit hoher Konzentration im Plasma vorkommendes Protein (35 mg/ml) von der Ober-
fläche der NP absorbiert wird, jedoch im Folgenden durch andere Proteine, darunter vor 
allem verschiedene Apolipoproteine (AI, AII, AIV, E), die in deutlich geringerer 
Konzentration (zwischen 0,1 – 0,5 mg/ml) auftreten, zunehmend verdrängt wird. Dieser 
Vorgang beruht vermutlich auf einer erhöhten Affinität der Apolipoproteine zur Partikel-
oberfläche, die sich erst mit der Zeit ausprägen kann. Apolipoproteine sind Bestandteil ver-
schiedener Lipoproteine, die an Transportvorgängen im Blutkreislauf beteiligt sind, und 
daher die systemische Verteilung von NP nachhaltig beeinflussen können [Cedervall et al. 
2007a]. Eine ähnliche zeit- sowie konzentrationsabhängige Koronaausbildung konnte auch 
für SulPS und SiO2-Partikel beobachtet werden. Bei der Zusammensetzung der Korona der 
SulPS zeigte sich, dass diese nach 24 h unabhängig von der Plasmakonzentration immer 
gleich war, sich jedoch von der Koronazusammensetzung nach 1 h deutlich unterschied. 
Dementgegen wurde bei den SiO2-Partikeln nach 24 h eine plasmakonzentrationsabhängige 
Änderung der Koronazusammensetzung beobachtet, die der nach einer Inkubationszeit von 
1 h glich. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass sich im Falle der SulPS die Zusammen-
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setzung der Korona über 24 h hinweg entwickelt, während die Korona der SiO2-Partikel 
bereits nach 1 h einen festen Gleichgewichtszustand erreicht hat, der auch nach 24 h nicht 
mehr verändert wird [Monopoli et al. 2011].  
Der Einfluss der Hydrophobizität auf die Zusammensetzung der Proteinkorona wurde 
ebenfalls untersucht, wobei von Cedervall et al. [2007a] festgestellt wurde, dass diese sowohl 
die Menge als auch die Identität der absorbierten Proteine beeinflusst. Während von 
hydrophoberen NIPAM/BAM-NP (50:50) Proteine absorbierten, wurde durch die 
hydrophileren NIPAM/BAM-NP (85:15) bis auf geringe Mengen HSA so gut wie keine 
Proteine absorbiert. In einer weiteren Studie derselben Forschungsgruppe konnte dies auch 
anhand der prozentualen Oberflächenbelegung unterschiedlich großer (70 nm und 200 nm) 
NIPAM/BAM-NP gezeigt werden [Cedervall et al. 2007a]. Der Studie zufolge lag die Ober-
flächenbelegung jeweils bei 60 ± 11 % und 116 ± 37 % für die hydrophoberen (50:50), jedoch 
nur bei 10 ± 3 % und 21 ± 15 % für die hydrophileren (85:15) NP. Darüber hinaus konnte in 
dieser Studie auch festgestellt werden, dass die prozentuale Belegung der Oberfläche 
größerer Partikel durchweg höher lag, als die der NP, was als Folge der stärkeren Ober-
flächenkrümmung angesehen wurde [Cedervall et al. 2007c]. Ein ähnliches Ergebnis wurde 
auch für 50 nm und 200 nm messende SiO2-Partikel beobachtet [Monopoli et al. 2011]. 
Zur Bestimmung der Auswirkungen der Krümmung wurden von Cedervall et al. [2007b] 
weitere unterschiedlich große NIPAM/BAM-NP im Bereich zwischen 70 - 700 nm untersucht, 
wobei gezeigt werden konnte, dass die Menge der absorbierten Proteine mit der Größe und 
der zur Verfügung stehenden Oberfläche variierte. Die Autoren spekulierten, dass die 
Krümmung mit der Proteinbindung interferiert und die Ausbildung einer dichtesten 
Proteinpackung erschwert, wenn der Partikeldurchmesser dieselbe Größenordnung wie die 
Proteine aufweist. Die Proteinzusammensetzung der Korona hingegen wurde durch die 
unterschiedliche Partikelgröße nicht beeinflusst, was die Vermutung nahe legt, dass der 
Durchmesser bzw. die Krümmung, zumindest in diesem speziellen Fall, keinen maßgeb-
lichen Einfluss auf die Affinität der Proteine hat [Cedervall et al. 2007a]. 
Der Einfluss einer zunehmenden Plasmakonzentration wurde anhand sulfonierter PS-
Partikel und SiO2-Partikel untersucht, wobei sich materialabhängige Unterschiede bei der 
Ausbildung und Zusammensetzung der Korona zeigten. Mit zunehmender Plasma-
konzentration nahm im Fall der PS-Partikel auch die absorbierte Gesamtmenge zu, wobei 
das Proteinmuster der Korona nicht beeinflusst wurde. Dementgegen wurde für die SiO2-
Partikel mit zunehmender Plasmakonzentration eine leichte Abnahme der Gesamtprotein-
menge sowie eine Veränderung der Koronazusammensetzung beobachtet. Letzteres rührt 
wahrscheinlich von der Zunahme kompetitiv bindender Proteine mit steigendem 
Plasmalevel, was zur Desorption von Proteinen mit geringerer Affinität führt. Eine genauere 
Untersuchung der Zusammensetzung zeigte, dass die Korona beider Partikel unabhängig 
von der Plasmakonzentration zum größten Teil durch Proteine im Bereich von 50 – 70 kDa 
gebildet wird. Im Fall der SulPS-Partikel konnten im Zuge dessen neben HSA und 
Apolipoproteinen, vor allem Fibrinogen sowie Ig als Bestandteil der harten Korona identi-
fiziert werden. Mit zunehmender Plasmakonzentration auf 55 % nahm der Gehalt ver-
schiedener Apolipoproteine und Komplementfaktoren ab, während der von Fibrinogen 
weiter zunahm. Dies führte zu der Spekulation, dass dieses eventuell zur stärkeren 
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Agglomerationsneigung der Partikel bei höheren Plasmakonzentrationen beiträgt. Im 
Gegensatz dazu zeigten Analysen der Zusammensetzung der SiO2-Korona, dass eine Ab-
nahme des Anteils der Proteine zwischen 50 – 70 kDa bei steigender Plasmakonzentration 
vor allem auf einer Abnahme des Fibrinogengehalts beruhte, während der Gehalt von 
Proteinen wie HSA, Thrombospondin, Plasminogen sowie das Histidin-reiche Glykoprotein 
zunahm [Monopoli et al. 2011].  
Ein weiterer Parameter, der zu einer Verschiebung des Proteinmusters der Korona führen 
kann, ist die individuelle Zusammensetzung des Blutserums. Untersuchungen zur Protein-
zusammensetzung der Korona aus dem Serum fünf verschiedener Individuen zeigten jedoch 
nur geringfügige Schwankungen [Cedervall et al. 2007a]. 
Die Untersuchungen zeigen, dass zahlreiche Faktoren Einfluss auf die Zusammensetzung 
des Proteinmusters der Partikelkorona nehmen, deren Zusammenspiel bisher nur un-
zureichend verstanden wird. Nichtsdestoweniger spielt die Proteinkorona sehr wahrschein-
lich eine entscheidende Rolle bei der Interaktion mit biologischen Systemen und bedarf 
daher in Zukunft einer tiefergehenden Betrachtung.  
2.6.5.2 Beeinflussung von Proteinparametern durch Nanopartikel 
Die Ausbildung einer Proteinkorona kann maßgeblich das Verhalten und die Interaktion von 
NP mit biologischen Systemen beeinflussen. Im Zuge der Wechselwirkung von NP mit bio-
logischen Systemen kann ein Teil des toxischen Effekts aber auch durch die Beeinflussung 
der Struktur oder Funktion von Proteinen selbst vermittelt sein. Der Einfluss von NP auf die 
Struktur, Stabilität und Aktivität verschiedener Proteine wurde dabei bereits in zahlreichen 
Studien anhand verschiedener Proteine untersucht und demonstriert. Neben anderen Para-
metern wurde vor allem der Einfluss der Oberflächenchemie, der Oberflächenkrümmung 
aber auch der Partikelgröße näher untersucht.  
Letzteres wurde sowohl von Dordick et al. [2004] als auch von Jonsson et al. [2004] unter-
sucht, die zeigen konnten, dass der Verlust der Funktion als auch der Aktivität von Hühner-
eilysozym und humaner Carbonanhydrase12 nach Absorption an Silica-NP mit Ver-
änderungen der Sekundär- bzw. Tertiärstruktur der Proteine einherging. Darüber hinaus 
wurde jedoch auch festgestellt, dass die Störungen der Enzymfunktion und Proteinstruktur 
durch größere NP stärker als durch kleinere waren. Diese Untersuchungen legen die Ver-
mutung nahe, dass kleinere NP eine Aufrechterhaltung der nativen Proteinstruktur stärker 
unterstützen, was eventuell mit der Krümmung der Oberfläche zusammenhängt. 
Dementgegen gehen andere Studien davon aus, dass die Aufrechterhaltung der Protein-
struktur nicht so sehr durch die Krümmung der Partikeloberfläche bestimmt wird, sondern 
von den Proteinen an sich abhängt. Perry et al. [2006] untersuchten dabei den Einfluss des 
Durchmessers auf die Sekundärstruktur von bovinem Serumalbumin (BSA) und Fibrinogen. 
Während die Proteinstruktur von BSA ebenfalls stärker durch größere NP beeinflusst wurde, 
                                                          
 
12 Carboanhydrasen sind Enzyme, die sowohl die Reaktion        
          als auch eine Wasser-
anlagerung an Aldehyde und die Hydrolyse von Estern katalysieren [Römpp 2011a]. 
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zeigte Fibrinogen eine stärkere Denaturierung durch kleinere Partikel. Ähnliche Be-
obachtungen konnten auch bei der Absorption verschiedener Proteine durch SWCNT ge-
macht werden. Während Chymotrypsin durch Störung der Sekundärstruktur fast einen 
kompletten Verlust der Aktivität erfuhr, behielt die Sojabohnenperoxidase (SBP) ihre native 
Struktur fast vollständig bei, was vermuten lässt, dass die Aufrechterhaltung der 
strukturellen Integrität u. a. auch von der Art des Proteins selbst abhängt.  
Neben einer Beeinflussung der Struktur und Aktivität von Proteinen konnten Unter-
suchungen auch einen Einfluss auf die Proteinstabilität nachweisen. Asuri et al. [2006a, 
2006b] konnten in diesem Zusammenhang einen entscheidenden Beitrag der Oberflächen-
krümmung von NP nachweisen. Dabei zeigte sich, dass die Proteinstabilität gegenüber 
extremen Bedingungen wie erhöhten Temperaturen (95 °C) und organischen Lösungsmitteln 
(Methanol) nach Absorption von SWCNT besser gewährleistet war als im Vergleich zur Ab-
sorption durch flache Oberflächen. Ähnliche Ergebnisse konnten auch für Silica- und Gold-
NP beobachtet werden, was darauf schließen lässt, dass es sich nicht um einen SWCNT-
spezifischen Effekt handelt. Erklärt wurden diese Beobachtungen schließlich damit, dass im 
Falle von extremen Bedingungen die Interaktionen zwischen benachbarten absorbierten 
Proteinen zur Destabilisierung der Proteinstruktur beitragen und dass diese Effekte auf-
grund des stärkeren Krümmungsgrades vermieden werden [Kane und Stroock 2007]. 
Im Zuge der Beeinflussung der Funktion und Struktur von Proteinen spielt auch die Ober-
flächenchemie eine entscheidende Rolle. In Untersuchungen zur Interaktion von CdSe-NP 
mit Chymotrypsin konnten allein durch Variation der Oberflächenmodifikationen völlig ver-
schiedene Ebenen der Interaktion herbeigeführt werden. Wurden die Partikel mit 
Mercaptoundecansäure funktionalisiert, führte dies zu einer Inhibierung der Enzymfunktion 
unter Denaturierung der Struktur. Die Funktionalisierung mit Tetraethylenglycol mit 
Carbonsäurefunktionen führte ebenfalls zu einer Enzyminhibierung, allerdings ohne De-
naturierung der Struktur, während eine Oberflächenmodifizierung mit Tetraethylenglycol 
ohne Carbonsäurefunktion zu keinerlei Interaktion mit dem Protein führte [Hong et al. 2004, 
Kane und Stroock 2007]. Des Weiteren konnten Bayraktar et al. [2006] durch Oberflächen-
modifizierung von Au-NP gezielt Protein-Protein-Wechselwirkungen unterbinden, während 
mit AS funktionalisierte Au-NP die katalytische Aktivität von α-Chymotrypsin beeinflussen 
konnten. Dabei konnte gezeigt werden, dass die NP sowohl mit der Substratbindung des 
Enzyms als auch mit der Freisetzung des Produkts durch elektrostatische Wechselwirkungen 
interagieren, was zu einer Änderung der Substratspezifität und katalytischen Konstanten 
führte. In diesem Zusammenhang wurde auch eine Beeinflussung der Absorption und De-
naturierung durch AS-funktionalisierte NP demonstriert, wobei eine Korrelation zwischen 
der Hydrophobizität der AS-Seitenketten und der Bindungsaffinität sowie Denaturierungs-
rate gefunden wurde, die daraufhin deutet, dass hydrophile Seitenketten im Gegensatz zu 
hydrophoben die Proteinstruktur stärker destabilisieren [Kane und Stroock 2007, You et al. 
2006, You et al. 2005]. Im Gegensatz dazu zeigten Perry et al. [2006], dass sowohl BSA als 
auch Fibrinogen stärker durch hydrophobe als durch hydrophile Oberflächen denaturiert 
werden [Kane und Stroock 2007]. 
Auch im Falle der Beeinträchtigung verschiedener struktureller Proteinparameter zeigt 
sich, dass die dahinterstehenden Mechanismen bislang nur wenig erforscht sind. In An-
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betracht der Tatsache, dass Proteine eine entscheidende Rolle in jedem biologischen System 
spielen, sollte die Protein-NP Interaktion sowie der Einfluss und das Zusammenspiel ver-
schiedener NP-Charakteristika in diesem Zusammenhang im Vordergrund zukünftiger 
Untersuchungen stehen. 
2.7 Zellulärer Redoxstatus 
Der Redoxstatus einer Zelle bezeichnet das Verhältnis zwischen oxidierenden Substanzen 
wie bspw. ROS oder Elektrophilen und der Kapazität korrespondierender reduktiver 
Schutzmechanismen. Unter normalen physiologischen Bedingungen wird das Verhältnis 
durch verschiedene zelluläre Mechanismen stabil auf der reduktiven Seite gehalten. Infolge 
einer überproportionalen Bildung oder Freisetzung verschiedener RS können die zellulären 
Abwehrmechanismen jedoch überlastet und das Gleichgewicht zugunsten der Oxidanzien 
verschoben werden. Dieser Zustand ist auch unter dem Begriff oxidativer Stress bekannt und 
ist mit negativen Folgen für die Zelle verbunden [Betteridge 2000, Halliwell 2006, 2007]. 
Wie in den vorangehenden Abschnitten (siehe Abschnitt 2.6.2) bereits dargestellt, ist anzu-
nehmen, dass ein Großteil der NP-vermittelten Toxizität durch die Bildung verschiedener RS 
induziert wird und auf einen erhöhten oxidativen Stress der Zelle zurückzuführen ist 
[Donaldson et al. 2005, Krug und Wick 2011, Oberdörster et al. 2005, Unfried et al. 2007]. In 
den folgenden Abschnitten soll daher neben der Bildung von ROS auch auf einige spezielle 
zelluläre Mechanismen zu deren Abwehr eingegangen werden. 
2.7.1 Bildung verschiedener reaktiver Spezies 
Die Bildung von RS durch NP kann entweder aufgrund ihres erhöhten katalytischen 
Potenzials erfolgen oder durch die Freisetzung von Metallionen begründet sein, die als Folge 
von Verunreinigungen aus dem Herstellungsprozess enthalten sind oder im Falle von 
metallischen bzw. metalloxidischen NP aus der Partikeloberfläche herausgelöst werden 
können. Darüber hinaus können RS auch durch eine Beeinflussung subzellulärer Strukturen, 
wie den Mitochondrien, die an zellulären Redoxprozessen beteiligt sind, entstehen [Unfried 
et al. 2007]. 
Die Bezeichnung „reaktive Spezies“ stellt einen Überbegriff dar, zu dem neben den ROS 
und RNS auch reaktive Chlor- (RClS) bzw. reaktive Bromspezies (RBrS) gezählt werden, auf 
die jedoch in weiterer Folge nicht genauer eingegangen wird. Dabei werden diesen Begriffen 
nicht nur radikalische, sondern auch nicht-radikalische Moleküle dieser Elemente zu-
geordnet, von denen einige der wichtigsten Vertreter in Tabelle 2.3 zusammengefasst sind 
[Halliwell 2006]. 
Unter den verschiedenen aufgeführten RS stellen ROS die wichtigste und bekannteste 
Gruppe dar. Ausgangspunkt für die Bildung von ROS ist immer molekularer Sauerstoff, der 
in physiologischen Flüssigkeiten gelöst vorliegt, aufgrund des Triplett-Zustand (3Σg-O2) 
trotz diradikalischer Struktur äußerst reaktionsträge ist [Apel und Hirt 2004, Halliwell 2006]. 
Molekularer 3Σg-O2 kann jedoch auf verschiedene Arten aktiviert werden. Eine Möglichkeit 
besteht in der Zufuhr von Energie, etwa durch Licht in Anwesenheit eines Foto-
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sensibilisators, wodurch O2 aus seinem Grundzustand in einen angeregten Singulettzustand 
(1Δg-O2) übergeht, der diverse biologische Moleküle, darunter vor allem Membranlipide, 
direkt zu oxidieren vermag [Halliwell 2006]. 
Tabelle 2.3: Tabellarische Übersicht über verschiedene radikalische sowie nicht-radikalische reaktive Sauerstoff- (ROS) und 
Stickstoffspezies (RNS) [modifiziert nach Halliwell 2006]. 
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Stickstoffmonoxidradikal NO Nitrosylanion NO- 
Stickstoffdioxidradikal NO2
 Nitrosylkation NO+ 
Nitratradikal NO3
 Nitrylkation NO2+ 
  Peroxynitrit ONOO 
  Salpetrige Säure HNO2 
  Distickstofftrioxid N2O3 
  Distickstofftetroxid N2O4 
Eine weitere Möglichkeit der Aktivierung besteht in der Übertragung eines e- auf O2 
wodurch das Superoxidradikalanion (O2-) gebildet wird (siehe Reaktionsgleichung (2.1), 
dessen Charakter zwar weniger radikalisch als der von O2 ist, das aber aufgrund seiner 
Elektronenkonfiguration reaktiver ist (siehe Reaktionsgleichung [Halliwell 2006]. Die Über-
tragung von einem e- auf O2 kann dabei entweder auf enzymatischem Weg, im Zuge des 
Elektronentransports der mitochondrialen Atmungskette sowie durch membranständige 
NADPH-, Xanthin- oder Cytochrom P450-abhängige Oxidasen erfolgen. Eine nicht 
enzymatische Reduktion von O2 ist durch verschiedene Coenzyme oder prosthetische 
Gruppen wie Flavine [Turrens 2003] oder aber im Rahmen des sogenannten Redox-Cyclings 
[Kappus und Sies 1981, Sies 1986] möglich. 
      
     
   (2.1) 
Unter dem Begriff Redox-Cycling wird ein Vorgang verstanden, bei dem Xenobiotika durch 
Enzyme des Fremdstoffmetabolismus wie Peroxidasen und Reduktasen zu radikalischen 
Intermediaten oxidiert bzw. reduziert werden, die anschließend ihr freies e- auf molekularen 
O2 übertragen können, wodurch O2
- entsteht. Das oxidierte Endprodukt kann in weiterer 
Folge wieder reduziert werden und schließlich erneut e- auf O2 übertragen. Dieser Vorgang 
ist für verschiede Semichinon-, Azo- und Nitroanion-Radikale bekannt und ist in Abbildung 
2.13 am Beispiel von 2-Methylnaphtochinon (Menadion) dargestellt. Letztlich wirken diese 
Substanzen als Katalysator für die Übertragung von e- aus zellulären Redoxäquivalenten wie 
NADPH und NADH auf O2 [Halliwell und Guttridge 2007a, Sies 1986]. 
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Abbildung 2.13: Redox-Cycling am Beispiel von 2-Methylnaphtochinon (Menadion) [modifiziert nach Eisenbrand et al. 2005] 
Das O2.- ist zwar reaktionsfreudiger als O2, doch im Vergleich zu anderen ROS nicht be-
sonders reaktiv. Jedoch kann es entweder spontan oder mithilfe des Enzyms 
Superoxiddismutase (SOD) dismutieren, wobei aus zwei Molekülen O2.- jeweils ein Molekül 
O2 und H2O2 reagiert (siehe Reaktionsgleichung (2.2)) [Halliwell und Guttridge 2007a]. 
    
                  (2.2) 
Zur Entgiftung von H2O2 arbeitet die SOD mit verschiedenen zellulären Peroxidasen zu-
sammen, die eine vollständige Reduktion zu H2O katalysieren [Halliwell 2006]. Zum einen 
kann der Abbau mithilfe Häm-haltiger Enzyme wie der Katalase erfolgen, welche die für 
eine Reduktion benötigten e- aus einem zweiten Molekül H2O2 bezieht, wodurch in einer 
weiteren Dismutationsreaktion O2 und H2O gebildet werden (siehe Reaktionsgleichung 
(2.3)) . 
                      (2.3) 
Zum anderen kann eine Detoxifizierung auch durch die selenhaltige Glutathionperoxidase 
(GPx) katalysiert werden, die die benötigten Reduktionsäquivalente in Form von Wasserstoff 
aus GSH bezieht und H2O2 unter Bildung von oxidiertem Glutathion direkt zu H2O 
reduziert (siehe Reaktionsgleichung (2.4)) [Unfried et al. 2007].  
                         (2.4) 
Im Gegensatz zu O2- ist H2O2 ein relativ schwaches Oxidans, kann jedoch relativ schnell 
über Zellmembranen hinweg diffundieren. Ein schneller Abbau von H2O2 ist daher 
essenziell, da in Anwesenheit leicht oxidierbarer Übergangsmetallionen wie Cu+ oder Fe2+, 
e- übertragen werden können, wodurch H2O2 in einer sog. Fenton-Reaktion in das 
Hydroxylion (OH-) und das hochreaktive Hydroxylradikal (OH) gespalten wird (siehe Re-
aktionsgleichung (2.5)) [Halliwell 2006]. 
         
                        (2.5) 
2 Theoretischer Hintergrund 
55 
 
OH. ist extrem elektrophil und reaktionsfreudig, sodass das Radikal mehr oder weniger 
in situ mit den Molekülen in seiner unmittelbaren Umgebung abreagiert. Das bei der Fenton-
Reaktion oxidierte Metallion kann durch O2
- auch wieder reduziert werden (siehe Re-
aktionsgleichung (2.6)), wodurch ein sich selbst verstärkender Zyklus entstehen kann 
[Halliwell 2006]. 
             
             (2.6) 
Der Zusammenhang zwischen Bildung und Weiterreaktion der ROS untereinander ist 
nochmals in Abbildung 2.14 zusammengefasst. 
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Abbildung 2.14: Bildung und Weiterreaktion verschiedener ROS [modifiziert nach Eisenbrand et al. 2005] 
Im Zuge einer Interaktion mit NP sind alle bisher beschriebenen Reaktionen zur Bildung 
und Weiterreaktion von ROS theoretisch möglich und wurden überdies teilweise auch schon 
nachgewiesen [Unfried et al. 2007]. So konnte für Nano-TiO2, das auch für seine radikal-
fangenden Eigenschaften bekannt ist, nachgewiesen werden, dass dieses unter Einfluss von 
Licht als Fotosensibilisator wirken kann und in Abhängigkeit vom Medium sowohl zur 
Bildung von 1O2 (unpolares Medium) als auch O2
-  (polares Medium) fähig ist [Fujishima et 
al. 2000, Konaka et al. 1999]. Jedoch ist die Relevanz einer fotoinduzierten ROS-Bildung 
durch NP für die meisten Gewebe eher gering, da diese in der Regel nicht einem Einfluss 
von Licht unterliegen. Dennoch müssen solche Effekte bei in vitro Studien mit berücksichtigt 
werden [Unfried et al. 2007]. 
In einigen anderen Studien konnte hingegen gezeigt werden, dass die Freisetzung ver-
schiedener organischer Komponenten aus CDNP für die Bildung von ROS verantwortlich zu 
sein scheint. Dabei können einerseits Strukturen wie Chinone oder auch polyzyklische 
aromatische Kohlenwasserstoffe freigesetzt werden, von denen Letztere im Zuge des Phase-
I-Metabolismus zu redoxaktiven Strukturen transformiert werden, die anschließend eben-
falls einem Redox-Cycling unterliegen können [Sydlik et al. 2006]. 
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Des Weiteren können aus NP Metallionen freigesetzt werden, die entweder aufgrund von 
Verunreinigungen durch dem Herstellungsprozess enthalten sind oder im Falle von metall-
haltigen NP infolge einer Degradation aus der Oberfläche freigesetzt werden. In diesem Zu-
sammenhang könnte eine partielle Löslichkeit der Materialien in zellulären Kompartimenten 
wie Endosomen oder Lysosomen aufgrund der Einflüsse von Enzymen und des pH-Werts 
eine entscheidende Rolle spielen. Die freigesetzten Metallionen könnten wie oben ausgeführt 
vermehrt zu Fenton-Reaktionen führen. Ein Überblick über die verschiedenen Möglichkeiten 
zur Bildung von ROS durch NP wird in Abbildung 2.15 gegeben. 
 
Abbildung 2.15: Schematische Darstellung der intrazellulären ROS-Bildung durch NP [modifiziert nach Unfried et al. 2007] 
Des Weiteren wird angenommen, dass NP mit einer Reihe subzellulärer Strukturen 
wechselwirken, die die Bildung von ROS maßgeblich beeinflussen können. In diesem Zu-
sammenhang werden hauptsächlich drei Strukturen genannt, darunter die Mitochondrien, 
das ER sowie Enzymkomplexe der Plasmamembran, bei denen eine Modulation der ROS-
Bildung nach Interaktion mit NP als wahrscheinlich erscheint [Unfried et al. 2007]. 
Im Zuge der Beeinflussung von Mitochondrien und des ER kann es auch zu einer erhöhten 
Ausschüttung von Ca2+ kommen, da beide Strukturen wichtige intrazelluläre Ca2+-Speicher 
darstellen. Aufgrund des erhöhten intrazellulären Ca2+-Gehalts können Calmodulin-
abhängige Enzyme wie die NOS aktiviert werden, wodurch es in weiterer Folge zur Bildung 
von NO. kommt. Nachfolgend kann durch Reaktion von NO mit O2
- das nicht-radikalische 
Peroxynitrit gebildet werden, das stark nitrierende Eigenschaften aufweist [Unfried et al. 
2007]. In Abbildung 2.16 ist eine Zusammenfassung möglicher Interaktionen von NP mit 
subzellulären Strukturen dargestellt. 
Darüber hinaus können NP mit den natürlichen Abwehrmechanismen von Makrophagen 
interferieren. So nutzen Makrophagen gezielt die bakterizide Wirkung von RS, die u. a. auf 
der Oxidation der Lipide der bakteriellen Zellwand beruhen. Aufgrund der „Unverdaulich-
keit“ biopersistenter Partikel werden die Makrophagen jedoch zu einer dauerhaften und 
übermäßigen Produktion von RS angeregt, die zur Schädigung der Makrophagen selbst und 
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des umliegenden Gewebes führt, und deren Resultat die Ausbildung eines chronischen Ent-
zündungsherds ist. Eine dauerhafte Entzündungsreaktion wird in der Literatur mit ver-
schiedenen Krankheiten, darunter auch mit der Entstehung von Krebs, assoziiert [Simkó et 
al. 2009, Unfried et al. 2007]. 
 
 
Abbildung 2.16: Interaktion von NP mit subzellulären Kompartimenten wie a) den Mitochondrien, b) dem Endoplasmatischen 
Retikulum (ER) oder c) NADPH-Oxidasen (NOX), die zur Bildung reaktiver Spezies (RS) führen kann. NP = Nanopartikel 
[modifiziert nach Unfried et al. 2007] 
Die Bildung von RS, darunter vor allem ROS, ist ein Nebeneffekt des aeroben Stoffwechsels 
und kann niemals 100%ig vermieden werden. Die Folgen der RS-Bildung sind dabei nicht 
immer negativ zu bewerten, da sie in vielen zellulären Prozessen eine wichtige Funktion 
übernehmen. So unterstützen sie, wie oben bereits erwähnt, das Immunsystem bei der Ab-
wehr potenzieller Pathogene und spielen vermutlich über die Aktivierung der Apoptose eine 
Rolle bei der körpereigenen Tumorsuppression. Des Weiteren können sie als Signalmoleküle 
fungieren und, wie im Falle des MAPK- oder des Nrf2/ARE-Signalwegs, eine wichtige Rolle 
bei der Weiterleitung der zellulären Signaltransduktion spielen [Halliwell 2006, 2007, Simkó 
et al. 2009, Toledano und D'Autreaux 2007]. 
Unter normalen physiologischen Bedingungen liegt ein ausgewogenes Verhältnis zwischen 
RS und dem antioxidativen Schutzsystem vor. Dennoch ist diese Balance nicht völlig aus-
gewogen, was sich darin äußert, dass jede Zelle ständig zu einem geringen Ausmaß der 
Schädigung durch RS unterliegt. Im Falle von oxidativem Stress kommt es jedoch zu einer 
übermäßigen Bildung und Freisetzung von RS, die die Kapazität des antioxidativen Schutz-
systems überlastet, was sich bspw. im Absinken des zellulären GSH-Gehalts bemerkbar 
machen kann. In weiterer Folge können Elektrophile aufgrund eines geschwächten Ab-
wehrmechanismus noch leichter zur Schädigung biologischer Makromoleküle, darunter vor 
allem Lipiden, Proteinen sowie der DNA, führen. Infolge einer Oxidation der Lipide in den 
Membranen kann es zu einem Verlust der Membranintegrität kommen [Betteridge 2000, 
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Halliwell 2006, 2007]. Dies gilt dabei nicht nur für die Plasmamembran, sondern generell für 
alle membranumschlossenen Zellkompartimente. Im Fall von Mitochondrien kann dabei die 
Schädigung der äußeren Mitochondrienmembran zur Freisetzung von Cytochrom C führen, 
was im Zuge der Induktion von Apoptose sowie der Aktivierung proapoptotischer Signal-
wege ein Schlüsselereignis darstellt. Neben den Lipiden können auch Proteine oxidiert 
werden, was zu Veränderungen der Proteinstruktur führen kann und mit einer Ein-
schränkung bzw. einem Verlust der Funktion oder Aktivität einhergeht. Sind im Zuge 
dessen Enzyme betroffen, die wie bspw. DNA-Reparaturenzyme an der Beseitigung oder 
Reparatur zellulärer Schäden beteiligt sind, wird die Schädigung der Zelle indirekt nochmals 
verstärkt [Krug und Wick 2011, Unfried et al. 2007]. Als nukleophiles Makromolekül unter-
liegt auch die DNA den Angriffen verschiedener RS, wobei sowohl die DNA-Basen selbst als 
auch die Desoxyribosereste betroffen sein können [Cooke et al. 2003, Petersen und Nelson 
2010]. Auf die Schädigung der DNA durch NP oder RS wird in den Abschnitten 2.6.4 bzw. 
2.8 eingegangen. 
Die Vielfalt dieser zellulären Schädigungen spiegelt sich in der Vielfalt der Folgen sowie 
der Krankheiten wieder, die mit der übermäßigen Freisetzung von RS assoziiert werden. 
Neben einer Rolle bei der Entstehung von Krebs sowie koronaren Herzkreislauf-
erkrankungen werden auch neurodegenerative Krankheiten sowie der Alterungsprozess mit 
oxidativem Stress in Verbindung gebracht [Halliwell und Guttridge 2007b]. 
2.7.2 Antioxidative Mechanismen 
Im Laufe der Evolution haben Zellen, die einem aeroben Stoffwechsel unterliegen, ein aus-
geklügeltes System zur Abwehr von RS und den damit verbundenen adversen Effekten ent-
wickelt und können im Sinne eines antioxidativen Schutzsystems betrachtet werden. In 
diesem System sind sowohl enzymatische als auch nicht-enzmatische Mechanismen in-
volviert, die letztlich als Antioxidans wirken [Halliwell 2006]. 
Der Begriff Antioxidans wird in der Literatur unterschiedlich dargestellt und definiert sich 
in seiner einfachsten Form als „jede Substanz, die einen oxidativen Schaden an einem Zielmolekül 
verzögert, verhindert oder entfernt“13 [Halliwell 2007]. 
In den folgenden Abschnitten sollen daher sowohl enzymatische als auch nicht-
enzymatische Strukturen sowie zelluläre Signalwege, die an der Abwehr von RS beteiligt 
sind, dargestellt werden. 
2.7.2.1 Enzymatische Schutzmechanismen 
Die enzymatische Verteidigung der Zelle gegen den Einfluss von RS erfolgt im Wesentlichen 
durch die Aktivität der Superoxiddismutase (SOD), der Katalase, der Glutathionperoxidase 
(GPx) sowie der Peroxiredoxine, die an einer direkten Entgiftung von ROS beteiligt sind. 
Getrennt hiervon sollen verschiedene Phase-II-Enzyme des Fremdstoffmetabolismus be-
                                                          
 
13 “any substance that delays, prevents or removes oxidative damage to a target molecule”[Halliwell 2007] 
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trachtet werden, die nicht direkt an der Zersetzung gebildeter ROS beteiligt sind, sondern 
die, wie bspw. die Glutathion-S-Transferasen (GST) oder die γ-Glutamylcysteinligase 
(γ-GCL), infolge von Konjugationsreaktionen bzw. Synthese von Antioxidanzien einen Bei-
trag zur Abwehr verschiedener RS bzw. elektrophiler Metaboliten leisten (siehe Abschnitt 
2.7.2.3). 
Die SOD ist eine Enzym, das den Abbau von O2- durch Katalyse seiner Dismutation zu 
H2O2 und O2 vermittelt. In tierischen Zellen liegen drei Arten der SOD vor, die sich in ihrem 
Aufbau vor allem durch das Metallion im aktiven Zentrum unterscheiden. Zum einen eine 
Mangan-haltige Variante (MnSOD), die hauptsächlich in der mitochondrialen Matrix und in 
Peroxisomen aufgefunden wird, und zum anderen zwei Modifikationen (zytoplasmatische 
bzw. extrazelluläre), die als aktives Reaktionszentrum Cu- und Zn-Atome (CuZnSOD) ent-
halten. Unabhängig vom Aufbau bzw. von der Art des Metalls im katalytischen Zentrum 
verläuft die Entgiftungsreaktion ähnlich. Im ersten Schritt wird O2- gebunden und reduziert 
unter Abgabe eines e- das Metallion, wobei es selbst zu O2 oxidiert wird. Im zweiten Schritt 
der Reaktion wird durch Übertragung des e- auf ein zweites O2- das Metallion unter Bildung 
von H2O2 wieder oxidiert (siehe Reaktionsgleichung (2.2)). Zur Detoxifizierung von H2O2 
stehen der Zelle im weiteren Verlauf verschiedene enzymatische Mechanismen, darunter die 
Katalase, die GPx sowie das Peroxiredoxinsystem zur Verfügung [Halliwell 2006, Lehninger 
et al. 2005, Löffler et al. 2007]. 
Die Katalase ist ein Enzym, das nahezu ausschließlich in den Peroxisomen lokalisiert ist 
und dort H2O2 abbaut, der im Zuge verschiedener Oxidationsreaktionen durch Oxidasen ge-
bildet wurde. Das Enzym besitzt im katalytischen Zentrum eine Häm-Gruppe sowie eine 
Bindungsstelle für NADPH. Der Reaktionsablauf der Katalase ist komplex und wird noch 
nicht in aller Vollständigkeit verstanden. Ähnlich zur SOD jedoch vermittelt auch die Kata-
lase eine Dismutationsreaktion, indem sie die zur Reduktion von H2O2 benötigten e- aus 
einem zweiten H2O2 Molekül gewinnt und eine Zersetzung zu H2O und O2 katalysiert (siehe 
Reaktionsgleichung (2.3)) [Halliwell 2006, Lehninger et al. 2005, Löffler et al. 2007]. 
Neben der Katalase stellt der Abbau von H2O2 über die GPx einen weiteren wichtigen 
Detoxifizierungsmechanismus dar. Zur Gruppe der GPx zählen mindestens vier ver-
schiedene Arten, die in unterschiedlichen Geweben exprimiert werden und sowohl im 
Zytosol als auch in den Mitochondrien vorzufinden sind. Im Gegensatz zur Katalase ent-
halten die GPx in ihrem aktiven Zentrum ein Se-Atom und erhalten, die zur Reduktion be-
nötigten e- in Form von Wasserstoff aus ihrem Cofaktor GSH, das im Zuge dessen zu GSSG 
oxidiert wird (siehe Reaktionsgleichung (2.4)). Die Reduktion von Peroxiden wird dabei in 
einem dreistufigen Prozess durch das Se-Atom im aktiven Zentrum des Enzyms vermittelt. 
Dieses liegt im Ausgangszustand als Selenolat (E-Se-) vor und wird bei der Reduktion von 
Peroxiden zu Alkoholen selbst zur selenischen Säure (E-SeOH) oxidiert. Durch Addition von 
GSH entsteht ein Selenosulfidaddukt (E-Se-S), welches in einem dritten Schritt der Reaktion 
unter Oxidation eines weiteren GSH-Moleküls zu GSSG wieder zu Selenolat reduziert wird 
und den Ausgangszustand des Enzyms wieder herstellt [Lehninger et al. 2005, Löffler et al. 
2007]. 
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Darüber hinaus zeigen neuere Untersuchungen, dass im Zuge der H2O2-Entgiftung die 
Gruppe der Peroxiredoxine eine essenzielle Rolle spielen. Dabei handelt es sich um homo-
dimere Enzyme, die keine prosthetische Gruppe tragen, sondern die Reaktion über Cystein-
reste (Cys) im aktiven Zentrum katalysieren. Analog zur Entgiftung über GPx werden Per-
oxide durch Peroxiredoxine zu Alkoholen abgebaut, wobei das Cystein zur Sulfensäure 
(R-S-OH)14 oxidiert wird, was die Inaktivierung des Enzyms zur Folge hat. Die Sulfensäure 
bildet mit einer weiteren Thiolgruppe des Enzyms eine Disulfidbrücke aus, die in weiterer 
Folge durch ein zusätzliches Protein, das Thioredoxin, wieder reduziert wird. Obwohl die 
Peroxiredoxine den Abbau von H2O2 deutlich langsamer als GPx katalysieren, tragen sie 
aufgrund ihrer großen Menge wesentlich zum antioxidativen Schutzmechanismus bei 
[Halliwell 2006]. 
2.7.2.2 Nicht-enzymatische Schutzmechanismen – Glutathion 
Innerhalb der Zelle liegt eine Reihe kleiner Moleküle, wie Ascorbinsäure, Carotinoide und 
Tocopherole, vor, die im Zuge nicht-enzymatischer Schutzmechanismen entscheidend zur 
antioxidativen Kapazität beitragen. In diesem Zusammenhang stellt GSH das wichtigste 
körpereigene Antioxidans dar, das darüber hinaus an einer Reihe essenzieller zellulärer Vor-
gänge wie bspw. der Bildung von Desoxyribonukleotiden, der Reduktion von Ascorbinsäure 
sowie am Transport von AS beteiligt ist. Neben seiner Funktion als Coenzym kann GSH 
auch an der direkten Abwehr schädlicher Substanzen wie RS oder anderer Elektrophile be-
teiligt sein [Anderson 1998, Forman et al. 2009, Lehninger et al. 2005]. 
Reduziertes Glutathion (GSH) ist ein körpereigenes Tripeptid aus den AS Glutamat, 
Cystein und Glycin, bei dem Glutamat über seine γ-Carboxylfunktion mit Cystein verknüpft 
ist (γ-Glutamylcysteinylglycin) (siehe Abbildung 2.17). 
reduziertes Glutathion (GSH) oxidiertes Glutathion (GSSG)  
Abbildung 2.17 Strukturformel von reduziertem (GSH) und oxidiertem Glutathion (GSSG) 
Die Biosynthese von Glutathion erfolgt intrazellulär durch einen zweistufigen 
enzymatischen Prozess in Anwesenheit aller drei AS sowie unter Verbrauch von 
Adenosintriphosphat (ATP). Der erste Schritt wird durch das Enzym 
γ-Glutamylcysteinligase (γ-GCL) katalysiert und besteht in einer Kopplung von Cystein und 
Glutamat zu γ-Glutamylcystein. Der zweite Schritt, der durch die GSH-Synthetase vermittelt 
                                                          
 
14 R = Alkyl- bzw. Arylrest 
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wird, findet ebenfalls unter ATP-Verbrauch statt und beinhaltet die Verknüpfung von 
γ-Glutamylcystein mit Glycin zu GSH. Die de novo Synthese von GSH wird dabei durch 
einen Rückkopplungsmechanismus kontrolliert, indem die katalytische Untereinheit der 
γ-GCL (siehe Abschnitt 2.7.2.4) infolge einer ansteigenden GSH-Konzentration gehemmt 
wird. Darüber hinaus wirkt sich der unter physiologischen Bedingungen herrschende 
geringe Gehalt an Cystein meist limitierend auf die Synthese von GSH aus [Anderson 1998, 
Forman et al. 2009, Lehninger et al. 2005]. 
Glutathion kommt ubiquitär in allen Säugerzellen vor, wobei die zelluläre Konzentration in 
den meisten Fällen zwischen 1 - 2 mM liegt. Lediglich in Leberzellen, Erythrozyten sowie in 
den Augenlinsen, die einer erhöhten Fremdstoffabwehr bedürfen, ist ein erhöhter GSH-
Gehalt von bis zu 10 mM zu finden [Anderson 1998, Forman et al. 2009]. 
Die Schutzwirkung von GSH beruht auf der Nukleophilie der freien Thiolgruppe des 
Cysteins, aufgrund derer GSH leicht mit elektrophilen Substanzen abreagieren kann. 
Darüber hinaus dient die leicht oxidierbare SH-Gruppe als H-Donor, wodurch GSH zu 
einem hochwirksamen Antioxidans wird. Dadurch können von GSH einerseits unter 
Bildung von Thiylradikalen Einelektronenradikale abgefangen werden, andererseits e- für 
Zweielektronenreduktionen zur Verfügung gestellt werden. Im Zuge dieser Reaktionen wird 
die reduzierte monomere Thiolform oxidiert und geht unter Ausbildung einer Disulfid-
brücke in die dimere oxidierte Form (GSSG) über [Anderson 1998, Forman et al. 2009, 
Lehninger et al. 2005]. 
Unter normalen physiologischen Bedingungen beträgt der Anteil von GSSG am 
Gesamtglutathiongehalt (total glutathione; tGSH) weniger als 1 %. Die Aufrechterhaltung 
dieses konstanten GSH/GSSG-Verhältnisses wird zum einen über die de novo Synthese, zum 
anderen durch effektive Mechanismen gewährleistet, die eine Rückgewinnung von GSSG zu 
GSH möglich machen. Wichtigstes Enzym, das zur Rückgewinnung von GSH beiträgt, ist 
die Glutathionreduktase (GR), die eine Reduktion von GSSG unter Verbrauch von NADPH 
zu 2 GSH katalysiert [Lehninger et al. 2005]. 
Die GR ist ein dimeres Enzym aus zwei identischen Untereinheiten, von denen jede vier 
unterschiedliche Domänen besitzt. Während zwei Domänen für die Bindung eines 
Flavinadenindinukleotids (FAD) und NADPH zuständig sind, stellt die dritte eine zentrale 
Domäne dar. Die vierte Domäne ist dabei Teil der Bindungsstelle von GSSG, die zudem die 
beiden Untereinheiten des Enzyms durch Ausbildung einer Disulfidbrücke kovalent ver-
brückt. Die Reduktion von GSSG ist ein zweistufiger Prozess. Im ersten Schritt der Reaktion 
wird ein Hydridion sowie ein Proton von NADPH an FAD übertragen, das die e- weiter auf 
die Disulfidbrücke überträgt, die unter Ausbildung zweier Thiolgruppen gespalten wird. Im 
zweiten Schritt der Reaktion bindet GSSG an die reduzierte GR und wird schließlich durch 
eine nukleophile Disulfidaustauschreaktion zu zwei äquivalenten GSH reduziert, während 
die GR unter erneuter Ausbildung einer Disulfidbrücke wieder oxidiert wird (siehe Re-
aktionsgleichung (2.7)) [Lehninger et al. 2005]. 
                           (2.7) 
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GSH trägt aufgrund seiner Eigenschaften zu einem wesentlichen Teil zu den intrazellulären 
Entgiftungsprozessen bei. Dabei spielt GSH einerseits eine entscheidende Rolle bei der 
Detoxifizierung gebildeter Peroxide und kann aufgrund seiner Nukleophilie direkt mit 
elektrophilen Agenzien reagieren. Andererseits kann GSH im Zuge des Fremdstoffmeta-
bolismus auch unter Beteiligung von GST in enzymkatalysierten Reaktionen auf elektrophile 
Metabolite übertragen werden, die anschließend bspw. in Form von 
Mercaptursäurekonjugaten aus dem Körper eliminiert werden können [Eisenbrand et al. 
2005, Gehrke 2008, Lehninger et al. 2005]. Ein Absinken des GSH-Levels hat daher eine 
Schwächung des zellulären Redoxschutzsystems zur Folge, wodurch auf zellulärer Ebene 
Schädigungen verschiedener biologischer Makromoleküle erfolgen können. Dies kann letzt-
lich zu erheblichen Beeinträchtigungen zellulärer Funktionen und im äußersten Fall zum 
Zelltod führen [Anderson 1998, Forman et al. 2009]. 
2.7.2.3 Nrf2/ARE-Signalweg 
Die Entgiftung verschiedener RS ist mit einer Anzahl Enzymen verbunden, die zu den so-
genannten Phase-II-Enzymen gezählt werden. Der Beitrag zur Detoxifizierung kann dabei 
entweder indirekt, durch Bereitstellung von Antioxidanzien wie GSH durch die γ-GCL oder 
direkt durch Vermittlung von Konjugationsreaktionen wie bspw. durch die GST erfolgen. 
Wichtige zu den antioxidativ wirkenden Phase-II-Enzymen zählende Enzyme sind unter 
anderem die NAD(P)H-Chinon-Oxidoreduktase-1 (NAD(P)H-quinone-oxidoreductase; NQO1), 
die Uridindiphosphat-Glucuronosyltransferasen (UGT) sowie die bereits erwähnte GPx und 
γ-GCL [Eisenbrand et al. 2005]. Viele der Enzyme werden nicht konstitutiv exprimiert, 
sondern liegen unter physiologischen Bedingungen nur in geringen Mengen in der Zelle vor. 
Infolge von oxidativem Stress kann es jedoch zu einem Anstieg der Transkription zu-
gehöriger Zielgene kommen [Nguyen et al. 2004]. In diesem Zusammenhang spielt der 
Transkriptionsfaktor nuclear factor erythroid 2p45 (NF-E2) – related factor 2 (Nrf2) eine ent-
scheidende Rolle [Toyokuni und Akatsuka 2007]. 
Nrf2 selbst ist ein 66,1 kDa schweres Protein, das, wie auch Nrf1 und Nrf3, zur Familie der 
NF-E2-related Transkriptionsfaktoren gehört. Diese sind wiederum Mitglieder der Super-
familie der basischen Leucin zipper (bZip), denen das cap’n’collar Motiv gemeinsam ist. Nrf2 
wird von einer Vielzahl verschiedener Zelltypen und Gewebe exprimiert und tritt dabei 
ubiquitär auf. Im inaktiven Zustand liegt Nrf2 in einem Komplex, zusammen mit dem Kelch-
like ECH-associated protein 1 (Keap1) sowie der E3-Ubiquitin-Ligase Cul3, im Zytosol vor und 
ist dort über eine Bindung von Keap1 an das Aktin des Zytoskeletts fest verankert [Dinkova-
Kostova und Baird 2011, Nguyen et al. 2004]. In seiner Form und Bedeutung entspricht der 
Keap1-Nrf2-Komplex in Säugerzellen einer Art „ROS-Rezeptor“ und vermittelt Schutzmaß-
nahmen vor umwelt- und xenobiotisch bedingtem Stress [Toledano und D'Autreaux 2007]. 
Die Aktivierung von Nrf2 kann durch viele verschiedene Substanzen erfolgen, darunter 
Lebensmittelinhaltsstoffe wie Kurkumin [Balogun et al. 2003] oder Chlorogensäure [Boettler 
et al. 2011] oder aber durch Substanzen wie tert.-Butylhydrochinon (tert.-butylhydroquinone; 
t-BHQ) [Li et al. 2005], die Elektrophile (ROS) induzieren. Nach Freisetzung aus dem 
Komplex transloziert Nrf2 in den Nucleus und bildet dort im Zuge eine Dimerisierung mit 
anderen Transkriptionsfaktoren, die ebenfalls eine bZip-Domäne aufweisen, Heterodimere. 
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Bekanntester Bindungspartner von Nrf2 ist hierbei das avian muscuoaponeurotic fibrosarcoma 
protein (Maf). In weiterer Folge bindet der entstandene Komplex an das antioxidativ 
responsive Element (ARE) einen 42 Basenpaaren (BP) langen Sequenzbereich, der für die Ex-
pression sowie Induktion vieler Phase-II bzw. antioxidativ wirkenden Enzyme wesentlich ist 
[Dinkova-Kostova und Baird 2011, Kensler und Slocum 2011]. 
Die Aktivierung des Nrf2/ARE-Signalwegs unterliegt dabei einer differenzierten Wechsel-
wirkung von Nrf2 mit Keap1. In Abwesenheit von zellulärem Stress kommt Keap1 der Auf-
gabe eines Suppressors nach, indem es Nrf2 einerseits im Zytoplasma zurückhält und 
andererseits dem proteasomalen Abbau zuführt. Voraussetzung für eine Bindung von Nrf2 
durch Keap1 ist eine Homodimerisierung von Keap1 über dessen BTB-Region (broad-complex, 
tramtrack, bric-à-brac) [Zipper und Mulcahy 2002]. Die BTB-Region vermittelt darüber hinaus 
jedoch auch die Assoziation von Cullin-Proteinen (Cul) an Keap1. Bei Cul3 handelt es sich 
um einen Subtyp von E3-Ubiquitinligasen, die im Zuge des proteasomalen Abbaus spezi-
fische Sequenzen eines Zielproteins erkennen und eine Konjugation mit Ubiquitin ver-
mitteln. Infolge der Bindung von Nrf2 an Keap1 werden durch Cul3, spezifische Lysinreste 
verschiedener Domänen von Nrf2 mit Ubiquitin markiert und so dem Abbau durch das 
26S Proteasom zugeführt. Allgemein stellt der proteasomale Proteinabbau einen wichtigen 
Mechanismus zur Transkriptionskontrolle dar. Diese führt dazu, dass Nrf2 mit einer Halb-
wertszeit von etwa 15 min einem relativ hohen turn-over unterliegt und so eine ungewollte 
Aktivierung unterbunden wird [Hershko und Ciechanover 1998, Pickart 2001]. 
Darüber hinaus fungiert Keap1 als eine Art Sensor, der im Falle eines erhöhten oxidativen 
bzw. elektrophilen Stresspotenzials den Signalweg zu aktivieren vermag. Die Erkennung des 
oxidativen Stresses erfolgt dabei unter Beteiligung verschiedener Cysteinreste, von denen 
Keap1 insgesamt 27 enthält [Kensler et al. 2007]. In diesem Zusammenhang wird vermutet, 
dass eine Modifikation der Cysteinreste von Keap1 zu einer Konformationsänderung des 
Keap1-Cul3-Komplexes führt, womit eine Störung der Ubiquitinierung von Nrf2 verbunden 
ist, was in weiterer Folge auch zu einer Hemmung des proteasomalen Abbaus führt 
[Kobayashi et al. 2006]. Dadurch kann Nrf2 im Zytosol akkumulieren und infolge dessen in 
den Kern translozieren. Als direkte Angriffspunkte verschiedener Elektrophile werden ins-
besondere drei Cysteinreste, Cys-151, Cys-273 und Cys-288, diskutiert. Dabei wird infolge 
von oxidativem Stress eine Modifikation des in der BTB-Domäne von Keap1 lokalisierten 
Cys-151 mit einer Verminderung der Aktivität von Cul3 in Verbindung gebracht [Dinkova-
Kostova und Baird 2011, Zhang 2006]. 
Andere Studien gehen davon aus, dass unter dem Einfluss von oxidativem Stress eine Um-
lagerung der Ubiquitinierung von Nrf2 auf Keap1 erfolgt [Eggler et al. 2005], wodurch Keap1 
für einen Abbau markiert wird und es zu einer indirekten Aktivierung von Nrf2 kommt 
[Kensler et al. 2007]. 
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Abbildung 2.18: Schematische Darstellung des Nrf2/ARE-Signalwegs sowie dessen Regulation durch Keap1. ARE = antioxidativ 
responsives Element, E = Elektrophile, GST = Glutathion-S-Transferase, Keap1 = Kelch-like ECH associated protein 1, Maf = 
avian muscuoaponeurotic fibrosarcoma protein, NQO1 = NAD(P)H-Chinon-Oxidoreduktase-1, Nrf2 = nuclear factor erythroid 
2p45 (NF-E2)-related factor, PK = Proteinkinasen, ROS = reaktive Sauerstoffspezies, Ubi = Ubiquitin, UGT = UDP-
Glucuronosyltransferase, γ-GCL = γ-Glutamylcysteinligase [modifiziert nach Lau et al. 2008] 
Darüber hinaus wird im Zuge der Aktivierung des Nrf2/ARE-Signalwegs auch eine 
Phosphorylierung von Nrf2 diskutiert, die durch Interaktion mit vorgeschalteten Kinasen 
anderer Signalwege erfolgen kann. 
Querverknüpfung mit anderen Signalwegen Ungeachtet der Tatsache, dass die Kontrolle 
von Nrf2 hauptsächlich von Keap1 ausgeht, ist ein Einfluss anderer Signalkaskaden auf die 
Regulation nicht ausgeschlossen. In der Literatur lassen sich daher zahlreiche Unter-
suchungen finden, die eine Querverknüpfung des Nrf2/ARE-Signalwegs mit anderen 
Signalwegen zeigen oder zumindest vermuten lassen. In diesem Zusammenhang wurde 
neben der Proteinkinase C (PKC), dem Arylhydrokarbonrezeptor-(AhR)-Signalweg und dem 
PI3K-Signalweg, vor allem die MAPK mit einer Beeinflussung von Nrf2 in Verbindung ge-
bracht [Dinkova-Kostova und Baird 2011]. 
Da in Verbindung mit der NP-induzierten Toxizität vor allem eine Beeinflussung der 
MAPK beobachtet werden konnte, soll nachfolgend der Fokus auf der Querverknüpfung 
dieser beiden Signalwege liegen. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass be-
kannte Nrf2 Induktoren wie t-BHQ, Sulforaphan oder Cd auch die Aktivität der MAPK ver-
ändern. Untersuchungen mithilfe verschiedener Inhibitoren, darunter für ERK, MEK und 
p38, konnten unter anderem eine Interaktion mit Kerntranslokationsprozessen sowie mit der 
die Akkumulation von Nrf2 zeigen. Eine Beeinflussung des nukleären Transports konnte 
von Mulcahy und Zipper [2003] gezeigt werden, die in diesem Zusammenhang die Hypo-
these aufstellten, dass die Aktivierung von ERK1/2 eine unterstützende Funktion bei der 
Kerntranslokation ausübt, jedoch keine Auswirkung auf die Abspaltung von Keap1 hat. 
Darüber hinaus konnte mithilfe verschiedener Inhibitoren auch eine Abnahme der ARE-
abhängigen Genexpression demonstriert werden, was für einen aktivierenden Einfluss dieser 
Kinasen spricht [Alam et al. 2000, Dinkova-Kostova und Baird 2011, Kong et al. 1999, Kong et 
al. 2000]. Dieser Einfluss konnte auch auf Proteinebene demonstriert werden, indem eine 
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Abnahme der Induktion verschiedener Phase-II Enzyme, darunter bei der NQO1 [Kwak et al. 
2007], der HO-1 [Yen et al. 2010] und der γ-GCL [Zipper und Mulcahy 2003] nachgewiesen 
wurde. Dementgegen demonstrierte Kong et al. [2000], dass eine Unterdrückung der 
p38-Aktivität in humanen Leberkarzinomzellen (HepG2) zu einer Erhöhung der Induktion 
ARE-abhängiger Gene führt, was eine suppressive Rolle von p38 bei der Regulation von 
Nrf2 impliziert. Dieses Ergebnis offenbart ein komplexes Zusammenspiel der beiden 
Signalwege untereinander und zeigt, dass diese sowohl induktor- als auch zelltypspezifisch 
sein können [Dinkova-Kostova und Baird 2011].  
Der Mechanismus, durch den MAPK den Nrf2/ARE-Signalweg genau beeinflussen, bleibt 
unklar, jedoch gehen einige Studien von einer direkten Phosphorylierung von Keap1 
und/oder Nrf2 aus. Untersuchungen mittels Massenspektrometrie haben gezeigt, dass Nrf2 
an zahlreichen Serin- (Ser) und Threoninresten (Thr) phosphoryliert vorliegt (Ser215, Ser405, 
Ser558, Thr559, Ser577), von denen drei der Konsensussequenz der MAPK entsprechen. 
Darüber hinaus ist jedoch auch ein indirekter Einfluss durch weniger spezifische Mechanis-
men denkbar, die in der Zukunft einer genaueren Untersuchung bedürfen [Dinkova-Kostova 
und Baird 2011]. 
2.7.2.4 γ-Glutamylcysteinligase 
Die vorangegangenen Kapitel zeigen, dass NP den zellulären Redoxstatus auf vielfältige 
Weise beeinflussen können. Als Nrf2/ARE-abhängiges Zielgen ist eine Veränderung der 
Transkription der γ-GCL im Zuge eines direkten Einflusses von RS sowie infolge einer 
RS-induzierten Depletion von GSH möglich. Eine Interaktion von NP mit der γ-GCL ist 
daher äußerst kritisch zu betrachten, da eine Beeinflussung direkte Auswirkung auf die Bio-
synthese und den Gehalt des wichtigsten körpereigenen Antioxidans GSH hat.  
Die γ-GCL katalysiert den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Biosynthese von 
Glutathion (siehe Abschnitt 2.7.2.2) und stellt damit die Grundlage für die antioxidative 
Wirkungsweise vieler Enzyme wie der GPx oder der GST bereit, wodurch sie eine zentrale 
Rolle im antioxidativen Schutzmechanismus der Zelle einnimmt. Die γ-GCL ist ein hetero-
dimeres Enzym, das sich aus einer größeren (73 kDa) katalytischen (γ-GCL catalytical subunit; 
GCLC) und einer kleineren (31 kDa) modulatorischen Untereinheit (γ-GCL modulatory 
subunit; GCLM) zusammensetzt und deren beider Expression durch Nrf2 bestimmt wird 
[Dinkova-Kostova und Baird 2011]. Die beiden Untereinheiten sind sowohl über eine Di-
sulfidbrücke als auch über nicht kovalente Wechselwirkungen miteinander verbunden 
[Griffith 1999]. 
Der GCLM fällt im Zuge der Synthese von GSH bzw. γ-Glutamylcystein eine regulatorische 
Aufgabe zu, indem sie die Substratspezifität der GCLC moduliert. Verschiedene Unter-
suchungen haben gezeigt, dass die GCLC prinzipiell auch ohne die GCLM in der Lage ist, 
GSH zu synthetisieren, wobei die Effizienz jedoch deutlich geringer ausfällt. Ein Modell, das 
den regulatorischen Einfluss der GCLM erklärt, geht davon aus, dass die GCLM unter 
normalen Bedingungen über die Disulfidbrücke eng mit der GCLC verbunden ist, was in 
einer engen molekülspezifischen Bindungsstelle resultiert. Infolge einer Spaltung der Di-
sulfidbrücke, bspw. durch Thiole, wird die enge Assoziation der beiden Untereinheiten ge-
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schwächt, wodurch eine Konformationsänderung und Öffnung der Substratbindungsstelle 
der GCLC ausgelöst wird. Dadurch wird GSH und anderen Di- und Tripeptiden wie 
L-γ-glutamyl-L-cystein, die als Inhibitoren der γ-GCL wirken, ein einfacherer Zugang zur 
Substratbindungsstelle der GCLC ermöglicht, wodurch die eigentliche Synthese von GSH 
blockiert wird [Griffith 1999, Huang et al. 1993]. 
Untersuchungen zum Gehalt der mRNA der verschiedenen Untereinheiten zeigten, dass 
diese in Abhängigkeit vom Gewebe variieren können und nicht immer in äquivalenten 
Mengen vorliegen müssen. So wurde in humanen Lungen mehr mRNA der GCLC vor-
gefunden, während im Kolon die mRNA-Level der GCLM höher waren [Gipp et al. 1995]. 
Inwieweit dies für die Synthese von GSH von Bedeutung ist, konnte bisher noch nicht ein-
deutig geklärt werden. In diesem Zusammenhang ist jedoch anzumerken, dass einige Krebs-
zelllinien, darunter Ovarial- (CP70, C30, C200) [Yao et al. 1995] und Lungenzelllinien (SCB-3) 
[Tomonari et al. 1997], eine einseitige Überexpression der mRNA von GCLC aufwiesen, 
während andere, darunter HepG2-Zellen, eine Überexpression beider Untereinheiten zeigten 
[Galloway et al. 1997]. 
Eine Induktion der Transkription der γ-GCL kann durch viele verschiede Substanzen 
erfolgen. Verschiedene Untersuchungen an der 5’-flankierenden Region des human GCLC-
Gens haben gezeigt, dass es innerhalb der ersten 1.500 BP neben einer Nrf2/ARE Bindungs-
stelle vermutlich auch Bindungsstellen für AP-1, AP-2, NF-κB, und Sp-1 gibt [Mulcahy et al. 
1997, Rahman et al. 1996]. Einige Studien deuten darauf hin, dass die Bindung von Mit-
gliedern der Jun-Familie an die AP-1 Bindungsstelle essenziell für eine durch Oxidanzien, 
wie H2O2 oder Redox-Cyclern, vermittelte Transkriptionserhöhung ist [Cai et al. 1997, 
Rahman et al. 1996, Shi et al. 1994, Tian et al. 1997]. Für die Wirkung dieser Oxidanzien 
scheint jedoch die in diesem Bereich anzutreffende ARE-Bindungsstelle nur von geringer 
Relevanz zu sein. Hingegen demonstrierten Mulcahy et al. [1997], dass eine Besetzung der 
zwischen den BP -3802 und -2752 lokalisierten weiteren ARE-Bindungsstelle sowohl für die 
konstitutive als auch die induzierte Expression der γ-GCL essenziell ist. Wie bereits in Ab-
schnitt 2.6.3 erwähnt, wird durch oxidativen Stress die DNA-Bindungsaktivität von NF-κB 
sowie die Aktivität von AP-1 erhöht, wodurch eine Freisetzung entzündungsfördernder 
Zytokine erfolgen kann. Verschiedene Studien haben in diesem Zusammenhang einen An-
stieg der GCLC-Expression als Antwort auf entzündungsfördernde Zytokine [Urata et al. 
1996], auf Redox-Cycler oder als Folge einer GSH-Depletion durch Buthioninsulfoximin 
(BSO) [Cai et al. 1997], auch mit der Aktivität von NF-κB in Verbindung gebracht. Faktoren, 
die die Transkription von GCLM beeinflussen, sind meist weniger gut untersucht. Dennoch 
konnten Moinova und Mulcahy [1998] zeigen, dass die konstitutive Expression vom GCLM 
neben einer ARE-Bindungsstelle teilweise auch durch eine AP-1 Bindungsstelle oberhalb des 
Transkriptionsstartpunkts kontrolliert wird. Darüber hinaus konnte analog zur GCLC ge-
zeigt werden, dass die Transkription der GCLM mRNA sowohl durch Redox-Cycler als auch 
infolge einer GSH-Depletion durch BSO stimuliert werden kann [Tian et al. 1997]. 
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2.8 DNA-Schäden und Reparaturmechanismen 
Wie bereits in Abschnitt 2.6.4 erläutert, sind NP in der Lage, Schäden an der DNA zu ver-
ursachen. Die Schädigung der DNA kann dabei entweder direkt durch eine Interaktion der 
NP mit der DNA verursacht werden oder indirekt als Folge einer Bildung von RS durch die 
NP zustande kommen. Einige ROS wie das hochreaktive OH. besitzen die Fähigkeit, die 
DNA über verschiedene Mechanismen direkt zu attackieren und führen im folgenden zu 
Einzelstrangbrüchen (single strand breaks; SSB) oder oxidativen Basenveränderungen. Eine 
Akkumulation solcher DNA-Läsionen kann in weiterer Folge zur Bildung von Doppel-
strangbrüchen (double strand breaks; DSB) führen [Petersen und Nelson 2010]. Zellen besitzen 
eine Reihe unterschiedlicher Reparaturmechanismen, um die verschiedenen DNA-Schäden 
zu beseitigen. Zur Behebung von Basenschäden und SSB werden die Nukleotidexzisions-
reparatur, die Basenexzisionsreparatur (BER) sowie die Mismatch-Reparatur eingesetzt 
[Schneider et al. 2009, Wilson und Bohr 2007]. Zwar treten DSB in deutlich geringer Zahl als 
SSB auf, stellen jedoch eine deutlich schwerwiegendere Schädigung der DNA dar [Petersen 
und Nelson 2010]. Grundsätzlich lassen sich hierbei zwei unterschiedliche Strategien identi-
fizieren, mit denen Zellen versuchen, DSB zu beheben: einerseits die häufiger auftretende 
nichthomologe End-zu-End-Verknüpfung, andererseits die homologe Rekombination 
[Critchlow und Jackson 1998, Frühmesser 2009]. 
Eine Möglichkeit, das DNA-schädigende Potenzial verschiedener NP zu erfassen, stellt die 
Einzelzellgelelektrophorese (Comet-Assay) (siehe Abschnitt 6.11.1) dar, mithilfe derer ver-
schiedene DNA-Strangbrüche detektiert werden können. Durch den Einsatz des DNA-
Reparaturenzyms Formamidopyrimidin-DNA-glykosylase (FPG) können darüber hinaus 
auch oxidative DNA-Schäden erfasst werden. Unterstützend hierzu kann auch die 
Phosphorylierung bestimmter Histone betrachtet werden, die ebenfalls Auskunft über die 
Art der DNA-Läsion geben kann. Im Folgenden soll auf Biomarker, die der Erfassung ver-
schiedener DNA-Läsionen, darunter oxidative DNA-Schäden und DSB, dienen, näher ein-
gegangen werden. 
2.8.1 DNA-Reparatur durch FPG 
Infolge der Bildung von ROS kann es zu einer Vielzahl verschiedener oxidativer Basenver-
änderungen kommen, von denen die bekannteste das mutagene 8-OxoG ist. Die Erkennung 
und Reparatur oxidativer Basenveränderung erfolgt in den Zellen mithilfe der BER. Eines 
der am besten charakterisierten BER-Enzyme ist die aus E. Coli stammende FPG, die auch 
zur experimentellen Erfassung oxidativer DNA-Schäden eingesetzt wird. FPG ist ein 
30,2 kDa schweres Metalloprotein, dass aus 469 AS besteht. FPG weist, wie die meisten BER-
Enzyme eine breite Substratspezifität auf, weshalb neben 8-OxoG auch andere DNA-
Läsionen, wenn auch zum Teil mit geringerer Effizienz, erfasst werden [Morland et al. 2002]. 
Zu den durch FPG erfassten Basenmodifikationen zählen u. a. auch 8-oxo-Adenin (8-OxoA) 
sowie die unter Öffnung des Imidazolrings aus oxidierten bzw. alkylierten Purinbasen 
hervorgegangenen Formamidopyrimidine von Adenin (FapyA) und Guanin (FapyG bzw. 
N7-Me-FapyG). Darüber hinaus werden auch Apurine-Stellen (AP) und 4‘-oxidierte AP er-
fasst, die infolge einer Abspaltung ganzer instabiler Basenaddukte entstehen [Boiteux 1993, 
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Boiteux et al. 1992, Boiteux et al. 1990, Coste et al. 2004]. In Abbildung 2.19 sind einige der 
verschiedene Basenmodifikationen, die durch FPG erfasst werden, dargestellt. 
N7-Me-FapyG
AP- 4'-oxidierte 8-oxoG FapyG  
Abbildung 2.19: Strukturformeln ausgewählter DNA-Basenmodifikationen, die Substrate für die Formamidopyrimidin-DNA-
glykosylase darstellen: AP-Stelle = Apurine-Stelle; 8-OxoG = 7,8-Dihydro-8-oxoguanine; FapyG = 2,6-Diamino-4-hydroxy-5-
formamidopyrimidin; N7-Me-FapyG = 2,6-Diamino-4-hydroxy-5-methylformamidopyrimidine [Cooke et al. 2003, Lu et al. 2001] 
Die Reparatur geschädigter Basen läuft dabei nach dem Muster der BER ab. Im ersten 
Schritt wird zunächst die Erkennung und Entfernung fehlerhafter Basen eingeleitet, 
wodurch eine AP-Stelle entsteht. Anschließend wird der DNA-Strang durch eine 
AP-Endonuklease gezielt in direkter Nachbarschaft zur AP-Stelle geschnitten, wodurch der 
Desoxyriboserest entfernt werden kann. Der dabei eingeführte SSB wird unter normalen 
physiologischen Umständen anschließend durch die Komplementierung des DNA-Strangs 
mithilfe einer DNA-Polymerase geschlossen.  
Im Zuge der Reparatur durch FPG bindet dieses zunächst an die doppelsträngige DNA 
(dsDNA), wobei die Bindung über zwei verschiedene DNA-bindende Domänen erfolgt. Im 
Gegensatz zu anderen BER-Enzymen ist FPG ein bifunktionales Enzym, das sowohl eine 
Glykosylase- als auch eine AP-Lyase-Funktion in sich vereinigt. Durch die DNA-Glykosylase 
wird die geschädigte Base erkannt und ausgeschnitten, während durch die AP-Lyase die 
Entfernung des Desoxyriboserestes und damit eine Öffnung des DNA-Rückgrats an der be-
treffenden Stelle erfolgt.  
In humanen Zellen lassen sich entsprechende Homologe zu FPG aus E.Coli finden, 
darunter hFPG1 sowie hFPG2 [Morland et al. 2002]. Ein weiteres Enzym, das ebenfalls in 
diese Kategorie fällt, ist die humane 8-oxo-Guaninglykosylase (hOGG1), die trotz fehlender 
Sequenz- und Strukturhomologie fast das identische Substratspektrum mit FPG aufweist 
[Zharkov et al. 2003]. 
2.8.2 Rolle des Histons H2AX bei der DNA-Reparatur 
Neben den verschiedenen Modifikationen der Einzelzellgelelektrophorese, wie bspw. die 
FPG-Behandlung, die einen Hinweis auf die Art der DNA-Strangbrüche geben, stehen 
darüber hinaus auch andere Möglichkeiten zur Verfügung, die eine Zuordnung von DNA-
Läsionen zu bestimmten Strangbrucharten erlauben. In diesem Zusammenhang soll auf die 
Phosphorylierung des Histons H2AX eingegangen werden, die, neben der neutralen 
Einzelzellgelelektrophorese, für die Identifizierung von DSB herangezogen werden kann 
[Karlsson 2010, Petersen und Nelson 2010]. 
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Die Verpackung der DNA ist in eukaryotischen Zellen über mehrere verschiedene Ebenen 
organisiert, deren unterste Stufe die sog. Nukleosomen darstellen. Diese stellen einen 
Komplex aus ungefähr 145 BP sowie acht verschiedenen Proteinen, den Histonen, dar. Dabei 
liegen pro Nukleosom immer zwei Histone der insgesamt vier Histonfamilien H4, H3, H2B 
und H2A vor, die sich durch ihre jeweiligen AS-Reste unterscheiden [Lehninger et al. 2005, 
Löffler et al. 2007]. Die H2A-Familie ist in weitere drei Unterfamilien, darunter H2A1-H2A2, 
H2AZ sowie H2AX, unterteilt, von denen letztere 2 - 25 % ausmachen [Rogakou et al. 1998]. 
In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass die Phosphorylierung des Histons 
H2AX zu γ-H2AX ein früher und sensitiver Biomarker für das Auftreten von DSB ist. 
Obwohl γ-H2AX wahrscheinlich weder im Zuge der homologen End-zu-End-Verknüpfung 
noch bei der homologen Rekombination eine entscheidende Komponente darstellt, scheint 
die Phosphorylierung von H2AX dennoch eine wichtige Rolle bei der Einleitung sowie Er-
höhung der Effizienz der Reparatur verschiedener DSB zu spielen. Initiales Ereignis ist dabei 
die Phosphorylierung von H2AX am Serinrest-139 (Ser-139) innerhalb des hochkonservierten 
C-terminalen SQEY-Motivs. Dieses Motiv stellt ein bekanntes Substrat für verschiedene Mit-
glieder der PI3K-Familie dar, darunter für die Ataxia telangiectasie mutated (ATM), die DNA-
dependent protein kinase, catalytic subunit (DNA-PKcs) sowie die ATM and RAD3-related (ATR). 
Untersuchungen haben gezeigt, dass diese neben der Phosphorylierung auch eine spezi-
fische Rolle bei der Rekrutierung weiterer Reparaturenzyme spielen. Die verschiedenen PI3K 
weisen zum Teil überlappende Substratspezifitäten und Funktionen auf, wobei im Zu-
sammenhang mit der Phosphorylierung von H2AX ATM die wichtigste Kinase darstellt. Die 
Aktivierung von ATM ihrerseits erfolgt selbst auch infolge einer Autophosphorylierung der 
als Dimer vorliegenden Kinase am Ser-1981 als Reaktion auf einen DSB. Im Anschluss an 
diese initiale Phosphorylierung erfolgt eine Rekrutierung verschiedener Proteine, darunter 
die der im MRN-Komplex zusammengefassten DSB-Reparaturenzyme Mre11, Rad50 und 
Nbs1 sowie Cohesine. Dabei sorgen sowohl γ-H2AX als auch die Cohesine dafür, dass die 
beiden Enden des DNA-DSB während des Reparaturprozesses in räumlicher Nähe zu-
einander verbleiben. Darüber hinaus erleichtert γ-H2AX die Zusammenführung der beiden 
DNA-Enden, indem durch eine Neuausrichtung der Nukleosomen an der beschädigten 
Stelle sowie einer Reduzierung der Chromatindichte eine bessere DNA-Zugänglichkeit er-
möglicht wird. Die Rekrutierung der DSB-Reparaturenzyme führt wiederum zu einer er-
neuten zusätzlichen Aktivierung von ATM, die in weiterer Folge verschiedene nach-
geschaltete Zielproteine, darunter auch das Protein p53, phosphoryliert. Die Aktivierung von 
p53 kann dabei einerseits zur Reparatur des DSB durch Induktion eines Zellzyklusarrestes 
und andererseits, im Falle eines gravierenden DNA-Schadens, auch zur Einleitung der 
Apoptose führen. Der Verlust des γ-H2AX Signals an der Stelle des DSB wird mit dem Ab-
schluss der Reparatur des DSB in Verbindung gebracht, wobei zum Teil. Uneinigkeit 
herrscht, ab welchem Punkt diese wirklich abgeschlossen ist. Wodurch γ-H2AX abgebaut 
wird, ist weiterhin unklar, wobei jedoch vermutet wird, dass entweder verschiedene 
Phosphatasen wie die Phosphatase 2A bzw. 4C eine Dephosphorylierung einleiten, oder 
γ-H2AX infolge eines Histonaustauschs bei einer Umverteilung des Chromatins durch 
H2AZ ersetzt wird [Mah et al. 2010]. 
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Die Bildung von DSB und die damit einhergehende Phosphorylierung von H2AX kann 
durch verschiedene genotoxische Noxen erfolgen, wobei das klassische Beispiel ionisierende 
Strahlung (IS) ist. Verglichen mit IS werden durch UV-Licht DNA-Läsionen sowohl direkt 
als auch indirekt induziert, wobei primär keine DSB gebildet werden. Typische, durch 
UV-Strahlung verursachte DNA-Schäden sind kovalent verknüpfte Thymindimere benach-
barter Thyminbasen, die unter Ausbildung eines Cyclobutanrings entstehen. Durch Kollision 
solcher DNA-Basenmodifikationen mit der Replikationsgabel können in weiterer Folge DSB 
entstehen, die zu einer Phosphorylierung von H2AX führen. Diese erfolgt im Falle von 
UV-induzierten DNA-Schäden hauptsächlich durch die ATR während der S-Phase des Zell-
zyklus. Darüber hinaus können DSB auch durch verschiedene Chemotherapeutika wie Cis-
platin oder Topoisomeraseinhibitoren infolge von Replikations- und Transkriptionsstress in-
duziert werden. Im Falle von Cisplatin erfolgt eine H2AX-Phosphorylierung als Reaktion auf 
einen indirekten DNA-Schaden, bei dem DSB durch verschiedene Quervernetzungen des 
DNA-Strangs entstehen [Mah et al. 2010]. 
2.9 Platin (Pt) 
Platin (Pt, vom spanischen platina del Pinto) [Wood 2004], ist ein grau-weißes, metallisches 
Element der Gruppe 10 und der Ordnungszahl 78. Pt bildet zusammen mit Ruthenium (Ru), 
Rhodium (Rh), Osmium (Os) und Iridium (Ir) die Gruppe der Platingruppenelemente (PGE). 
In der Natur kommt es hauptsächlich vergesellschaftet mit den anderen PGE vor und kann 
sowohl gediegen als auch in Form verschiedener Mineralien und Erze, wie Sperrylith 
(PtAs2), Cooperit (PtS) und Braggit ([Pt, Pd, Ni]S) gefunden werden [Holleman et al. 1995].  
In den folgenden Abschnitten soll ein Überblick über die Eigenschaften von Pt sowie der 
Herstellung der in dieser Arbeit untersuchten Pt-NP gegeben werden. Darüber hinaus soll 
auf die Anwendungsgebiete von Pt unter besonderer Berücksichtigung der nano-
strukturierten Form sowie auf die toxikologischen Eigenschaften und Eintragswege in die 
Umwelt eingegangen werden. Bei der toxikologischen Betrachtung werden neben 
metallischem Pt (Pt0) auch Pt-Verbindungen berücksichtigt, die in Zusammenhang mit den 
Ergebnissen dieser Arbeit stehen. 
2.9.1 Allgemeine Eigenschaften von Platin 
In Reinform ist Pt ein grauweißes bis silberglänzendes, weiches und sehr dehnbares 
Schwermetall (Dichte: 21,45 g/cm3), das in kubisch-dichtester Metallatompackung 
kristallisiert. Mit einem Anteil von 5 x 10-7 Gewichtsprozent an der Erdkruste zählt Pt zu den 
seltenen Elementen. Aufgrund seines hohen Redoxpotenzials (ε0(Pt/Pt2+) = +1,118V) wird es 
zu den Edelmetallen gezählt und verhält sich gegenüber den meisten anderen Stoffen 
chemisch inert [Holleman et al. 1995, Sietzmann 2011]. 
Pt ist unter Normalbedingungen (22 °C und 1 bar) gegen Luft, Wasser und nicht 
oxidierende Säuren beständig und reagiert mit HCl, konzentrierter HNO3, HF, HClO4 erst ab 
100 °C sowie mit H2SO4 erst ab 300 °C. Geschmolzene Alkalihydroxide, Sulfide und Cyanide 
reagieren mit Pt erst ab 400 °C, wobei diese Reaktionen hauptsächlich auf die große 
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Komplexbildungsneigung des Metalls zurückzuführen sind. Von Königswasser hingegen 
wird Pt unter Bildung der rotbraunen Hexachloroplatin(IV)-säure bereits bei Raum-
temperatur gelöst. Sauerstoff reagiert erst nach starkem Erhitzen (ab 560 °C) mit Pt unter 
Bildung des flüchtigen PtO2 [Holleman et al. 1995, Sietzmann 2011].  
Demgegenüber steht die für PGE typische Eigenschaft, sich unter gewissen Reaktions-
bedingungen und in Gegenwart gewisser Reaktionspartner hochreaktiv und katalytisch 
hochselektiv zu verhalten. Eine in diesem Zusammenhang charakteristische Eigenschaft von 
fein verteiltem Pt stellt die Fähigkeit dar, große Mengen H2 zu aktivieren. Darüber hinaus 
werden auch O2 sowie ungesättigte organische Verbindungen an der Oberfläche gebunden, 
worauf die hervorragenden Katalysatoreigenschaften von Pt beruhen. Die Elemente P, B, As, 
Si, C, Sb, Bi, Pb und Sn sowie einige Edelmetalle bilden mit Pt Legierungen, wodurch die 
katalytischen Eigenschaften verloren gehen, weshalb sie auch als Katalysatorgifte gelten 
[Holleman et al. 1995, Sietzmann 2011]. 
Pt bildet Verbindungen mit den Oxidationsstufen +I bis +VI sowie 0, wobei Verbindungen 
mit den Oxidationsstufen +II und +IV die wichtigsten darstellen. Darüber hinaus neigt Pt 
sehr stark zur Bildung von Komplexen (Platinate), wobei die Koordinationszahl von Pt(+II) 
in der Regel vier (quadratisch-planar) und von Pt(+IV) sechs (oktaedrisch) ist [Holleman et al. 
1995]. 
2.9.2 Verwendung von Platin 
Die technische Nutzung von Pt beruht hauptsächlich auf den katalytischen Eigenschaften, 
die im Zuge diverser chemischer Prozesse wie bspw. bei dem Ostwaldverfahren (Salpeter-
säureherstellung), der Benzinraffination, oder für Hydrierungsreaktionen ausgenutzt 
werden [Reher 2004]. In der Automobilindustrie werden auf einen Al2O3-Träger auf-
gebrachte nanoskalige Pt-Partikel als Katalysator für die Umwandlung von CO, H2 und NOx 
zu CO2, H2O und N2 verwendet [Holleman et al. 1995, Sietzmann 2011]. In diesem Zu-
sammenhang soll die Entwicklung neuer Pt-Nanostrukturen sowie neuer Legierungen die 
Effizienz der Katalysatoren weiter steigern [Cao und Wang 2011]. Darüber hinaus wird Pt in 
Brennstoffzellen als Anodenmaterial eingesetzt und aufgrund der hohen Affinität zu H2 als 
potenzielles Speichermedium diskutiert. Einige Platinverbindungen wie cis–Platin oder 
Carboplatin finden als Zytostatika Anwendung in der Krebstherapie [Voigt et al. 2006]. 
2.9.3 Synthese von Platin-Nanopartikeln mittels SFRD-Verfahren  
Die Synthese der in dieser Arbeit untersuchten Pt-NP erfolgte mittels SFRD-Verfahren, das 
auf dem Bottom-Up-Prinzip beruht (siehe Abschnitt 2.4.2) und sich die besonderen Eigen-
schaften überkritischer Fluide (supercritical fluids; SCF) zunutze macht. Das Grundprinzip der 
Synthese beruht auf der Lösung eines metallorganischen Vorläuferkomplexes (precursor) in 
einem SCF, wodurch er in das poröse Trägermaterial diffundieren kann. Das Trägermaterial 
wird dabei aufgrund der speziellen Transporteigenschaften von SCF besser durchtränkt als 
im Falle von Gasen, ohne dass es zum Kollaps oder zur Verstopfung der porösen Struktur 
kommt, wie es durch Flüssigkeiten möglich ist. Der Vorläuferkomplex adsorbiert an die 
Trägersubstanz und wird anschließend durch isobare Zugabe von H2 unter Abspaltung 
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seiner organischen Reste reduziert. Im Folgenden werden die metallischen NP durch 
schnelle Druck- und Temperaturabsenkung auf dem Trägermaterial abgeschieden. Träger-
materialien wie bspw. mesoporöse Silicate, Alumosilicate oder γ-Al2O3 sollten eine gewisse 
Porosität aufweisen und unlöslich im eingesetzten SCF sein [Patcas et al. 2008, Upper 2009, 
Zhang und Erkey 2006]. Der Syntheseablauf ist schematisch in Abbildung 2.20 dargestellt.  
 
Abbildung 2.20: Schematische Darstellung des SFRD-Verfahrens [modifiziert nach Zhang und Erkey 2006]. p = Druck; 
T = Temperatur;  = Abnahme; = Zunahme. 
SCF liegen in einem Zustand vor, in dem nicht mehr zwischen den Aggregatszuständen 
gasförmig und flüssig unterschieden werden kann, und besitzen aufgrund dessen eine Reihe 
besonderer physiko-chemischer Parameter. SCF unterscheiden sich von normalen Flüssig-
keiten durch ihre deutlich geringere Dichte und Viskosität sowie ihre deutlich höheren 
Diffusionskoeffizienten, die durch geringe Änderungen von Temperatur und Druck leicht zu 
manipulieren sind. Darüber hinaus sind SCF gute Lösemittel für organische und 
metallorganische Verbindungen [Römpp 2011d, Zhang und Erkey 2006]. Prinzipiell können 
für das SFRD-Verfahren alle SCF eingesetzt werden, jedoch wird bevorzugt CO2 eingesetzt, 
da der kritische Punkt bereits ab einem Druck von 7,38 MPa und einer Temperatur von 
304,15 K erreicht wird. Darüber hinaus ist CO2 preiswert, nicht brennbar, chemisch inert, 
ungiftig und kann durch Druckreduzierung sehr leicht rückstandslos entfernt werden 
[Gehrke 2008, Zhang und Erkey 2006]. 
Nachteil des SFRD-Verfahrens ist die mangelnde Vorhersagbarkeit der NP-Synthese in 
Bezug auf wichtige Charakteristika wie PSD und Morphologie, was mitunter an der Vielzahl 
der zu beeinflussenden physikalischen und chemischen Faktoren liegt. Darunter fallen einer-
seits die Synthesebedingungen wie Temperatur, Druck und Reaktionszeit, andererseits die 
Mengenverhältnisse von H2 zum Vorläuferkomplex, das Verhältnis und Art des Träger-
materials zum Vorläuferkomplex sowie deren komplexe Wechselwirkungen untereinander 
[Gehrke 2008, Upper 2009, Zhang und Erkey 2006]. 
Die in dieser Arbeit untersuchten Pt-NP wurden in einer interdisziplinären Zusammen-
arbeit verschiedener Arbeitsgruppen (AG) des Karlsruher Instituts für Technologie (KIT) 
synthetisiert. Ausgehend von dem Vorläuferkomplex Diemethyl-η4-(1,5-Cyclooctadien)-
platin(II) (PtMe2(COD) (siehe Abbildung 4.22) wurden mittels SFRD-Verfahren drei 
Pt-Partikelpräparationen mit unterschiedlichem Partikeldurchmesser, unterschiedlicher 
Größenverteilung, Morphologie und Kristallinität synthetisiert. Der Vorläuferkomplex 
PtMe2(COD) wurde in der AG von Prof. S. Bräse (Institut für Organische Chemie, KIT) in 
einem dreistufigen Prozess aus Kaliumtetrachloroplatinat (K2PtCl4) synthetisiert [Pelka 
2010]. 
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Die Synthese der Pt-Partikel mittels SFRD-Verfahren wurde durch die AG von 
Prof. M. Türk (Institut für Technische Thermodynamik und Kältetechnik, KIT) durchgeführt. 
Als poröses Trägermaterial für die Partikelabscheidung wurde β-Cyclodextrin (β-CD) ge-
wählt (siehe Abbildung 2.21), da dieses zum einen unlöslich in scCO2 ist und zum anderen 
als zugelassener Lebensmittelzusatzstoff15 toxikologisch unbedenklich erscheint [Lang 2011]. 
Der Vorläuferkomplex PtMe2(COD) wurde zusammen mit β-CD in die Überdruckkammer 
gegeben und für 20 h bei 353 K (31 °C) und 15,5 MPa mit scCO2 versetzt. Anschließend 
erfolgte die Hydrogenolyse durch isobare Zufuhr der dreißigfachen Menge an H2. Durch 
Druckerniedrigung wurden die abgespaltenen organischen Komplexliganden sowie Reste 
von scCO2 entfernt, wodurch lediglich mit metallischem Pt-NP beladene Trägersubstanz, 
β-CD, zurückblieb [Pelka et al. 2009]. 
 
Abbildung 2.21: Strukturelle und schematische Darstellung von β-Cyclodextrin (β-CD) 
Durch Variation einzelner Prozessparameter konnten Pt-NP mit unterschiedlicher Größen-
verteilung synthetisiert werden. Durch lokale Trennung von Vorläuferkomplex und β-CD 
wurde die Pt-NP-Präparation < 100 nm synthetisiert, wohingegen durch vorheriges 
mechanisches Vermischen von β-CD mit dem Vorläuferkomplex die Pt-NP-Präparation 
< 20 nm entstand. Durch Verringerung des Kammerdruckes auf Atmosphärendruck 
während der Reduktion entstand die Pt-Partikelfraktion > 100 nm. Bei allen durchgeführten 
Ansätzen war das Massenverhältnis von Vorläuferkomplex zu β-CD mit 1:0,023 immer 
konstant [Pelka et al. 2009]. Eine ausführlichere Charakterisierung der Präparationen wird in 
Abschnitt 4.2.1 dargestellt. Die Synthesereaktion ist schematisch in Abbildung 2.22 dar-
gestellt. 
 
+ β-Cyclodextrin
H2
scCO2
Pt0 +β-Cyclodextrin 2 CH4++
Abbildung 2.22: Reduktion des organometallischen Vorläuferkomplexes PtMe2(COD) mittels SFRD-Verfahren zu metallischen 
Pt-NP 
                                                          
 
15 β-Cyclodextrin hat die Nummer E 459 und darf in Lebensmitteln in Tabletten- und Drageeform, sowie für ein-
gekapselte Aromen in aromatisiertem Tee und sofortlöslichem aromatisiertem Getränkepulver und 
aromatisierten Knabbererzeugnissen eingesetzt werden. Des Weiteren darf es als Trägerstoff und Träger-
lösungsmittel für Lebensmittelzusatzstoffe verwendet werden [Lang 2011]. 
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2.9.4 Eintrag von Platin in die Umwelt 
Aufgrund seines geringen Vorkommens und seines chemisch inerten Charakters ist der Ein-
trag von Pt aus natürlichen Quellen äußerst gering. Demgegenüber steht ein anthropogener 
Eintrag, der neben Industrieanlagen und Krankenhausabwässern vor allem dem Abrieb aus 
den Abgaskatalysatoren verschiedener Kraftfahrzeuge entstammt. Seit Einführung der Kata-
lysatoren Mitte der 80er Jahre des letzten Jahrhunderts ist ein stetig zunehmender Gehalt an 
PGE sowie Pt in der Umwelt zu verzeichnen [Reher 2004]. Dabei ist die Belastung ländlicher 
Gebiete im Vergleich zu städtischen Gebieten grundsätzlich geringer [Gómez et al. 2002]. 
Konventionelle Dreiwegekatalysatoren (three way catalytic converter; TWC) enthalten un-
gefähr 0,08 % Pt, 0,04 % Pd und 0,005 % Rh, die in Form von Partikeln mit Durchmessern 
zwischen 1 - 10 nm auf einer porösen Trägerstruktur aus γ-Al2O3 aufgebracht sind [Hoffman 
1989, Ravindra et al. 2004]. Die Pt-Partikel werden aufgrund von thermischer (bis 900 °C), 
strömungsmechanischer sowie vibrationsbedingter Belastung aus den TWC in die Umwelt 
freigesetzt. Die Menge hängt dabei sowohl von der Geschwindigkeit, dem Motortyp, dem 
Alter des TWC als auch von Treibstoffzusätzen ab. Verschiedenen Untersuchungen zufolge 
werden dabei pro gefahrenen Kilometer zwischen 9 – 124 ng Pt ausgestoßen. Dabei besitzt 
der größte Anteil der Partikel (62 - 67 %) einen aerodynamischen Durchmesser von weniger 
als 15 µm, während 11 - 36 % kleiner als 3,14 µm sind und 6 % sich mit 0,3 µm und weniger 
in einem Bereich bewegen, der die Grenze zum Nanobereich überschreitet [Artelt et al. 
1999b]. Von den emittierten Partikeln liegt der größte Teil in Form elementaren Pt vor, wobei 
röntgenspektroskopische Untersuchungen vermuten lassen, dass auch oxidiertes Pt, wahr-
scheinlich in Form von Pt4+, oberflächennah gebildet wird [Schlogl et al. 1987]. Dem wider-
spricht jedoch eine Studie von Jarvis et al. [2001], die darauf hindeutet, dass die PGE ent-
weder nicht in metallischer Form emittiert oder infolge einer schnellen Transformation in 
einen anderen Zustand überführt werden [Jarvis et al. 2001].  
Für das Jahr 1996 wurde allein für Deutschland und Österreich die emittierte Gesamtmenge 
von Pt auf 187,2 kg bzw. 11,5 kg berechnet. Untersuchungen verschiedener Umwelt-
kompartimente konnten den zunehmenden Eintrag von Pt in die Umwelt bestätigen 
[Kummerer et al. 1999]. Während der Pt-Gehalt der Umgebungsluft vor der Einführung von 
TWC in Europa unterhalb der Detektionsgrenze von 0,05 – 1 pg/m³ lag, so konnte bei 
Messungen aus den Jahren 1991 und 1992 ein Anstieg auf 0,02 – 5,1 pg/m³ in ländlichen und 
auf bis zu 30 pg/m³ entlang von Autobahnen verzeichnet werden [Konig et al. 1992]. In 
Straßenstaubsedimenten von Verkehrsknotenpunkten konnten pro Gramm Straßenstaub 
allein für Pt Gehalte zwischen 31 - 420 ng/g nachgewiesen werden, wobei das Verhältnis der 
PGE untereinander dem in den TWC entsprach [Whiteley und Murray 2003]. 
Infolge von Wind und Regen kann Pt aus dem Straßenstaub abgetragen bzw. aus-
gewaschen werden und sich anschließend in anderen Kompartimenten anreichern. Unter-
suchungen des Pt-Gehalts von Böden in unmittelbarer Nähe stark befahrener Straßen in 
Österreich zeigten erhöhte Belastungen von bis zu 134 ng/g, die jedoch mit zunehmender 
Entfernung von der Straße zurückgingen und nach 12 m auf ein Hintergrundniveau zurück-
fallen [Fritsche und Meisel 2004]. 
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Darüber hinaus konnte in verschiedenen Studien auch eine Belastung der Flora und Fauna 
nachgewiesen werden. So konnten in an Straßen wachsenden Pflanzen Pt-Gehalte mit 
4 - 30 ng/g zum Teil 25-fach höhere Belastungen als bei Pflanzen aus verkehrsarmen Ge-
bieten gemessen werden [Ravindra et al. 2004]. Auch konnte nachweislich eine Belastung 
verschiedener Nutzpflanzen, darunter Kartoffeln, Zwiebeln, Rosenkohl sowie Rettich, und 
damit ein Übergang in die Nahrungskette verzeichnet werden [Lustig et al. 1997]. Eine Auf-
nahme von Pt aus TWC durch Lebewesen konnte auch anhand zahlreicher Tierarten, 
darunter für Regenwürmer, Ratten, Zebramuscheln, den europäischen Aal sowie dessen 
Parasiten nachgewiesen werden [Sures et al. 2003, Zimmermann et al. 2002, Zimmermann et 
al. 2005]. 
Auch Menschen sind nachweislich mit Pt belastet. Australische Studien gehen dabei von 
einer täglich Aufnahme von 1,44 µg aus, die hauptsächlich über eine orale Zufuhr erfolgen 
soll [Vaughan und Florence 1992]. Natürliche Plasmalevel beruflich nicht belasteter Personen 
konnten auf Werte zwischen 0,1 - 2,8 µg/l [Nygren et al. 1990] bzw. 0,8 – 6,9 µg/l [Hoppstock 
2001]16 beziffert werden, wohingegen die Plasmawerte von beruflich belasteten Personen 
zwischen 9,5 – 180 µg/l lagen [Hoppstock 2001]. Die durchschnittliche renale Ausscheidung 
schwankte zwischen 0,5 – 40 ng/l, wobei die Ausscheidungsrate von Personen, die starkem 
Straßenverkehr ausgesetzt waren, nicht erhöht war [Ensslin et al. 1994, Schierl 2000]. 
Zusammenfassend betrachtet zeigt dies, dass das Pt durch eine anthropogene Nutzung ver-
stärkt in die Umwelt eingetragen wird, in verschiedenen Kompartimenten angereichert wird 
und aufgrund dessen in die Nahrungskette übergehen kann. Dabei scheint die Freisetzung 
aus TWC in Form von Mikro- und Nanopartikeln die Löslichkeit, die Bioverfügbarkeit sowie 
mögliche Transformationsprozesse von metallischem Pt zu begünstigen und für den Über-
gang in andere Kompartimente von Vorteil zu sein. 
2.9.5  Toxikologische Betrachtung von Platin  
2.9.5.1 Metallisches Platin 
Die Toxizität von reinem, metallischem Platin (Pt0) in makrostrukturierter Form wird als 
äußerst gering betrachtet, weshalb Pt0 als unbedenklich eingestuft wird. Die orale Ver-
abreichung von 1-5 µm großen Pt0-Partikeln zeigte nur geringe akut toxische Effekte wie 
bspw. eine leichte nekrotische Veränderung des Epithels im GIT. Der überwiegende Teil 
wurde innerhalb von 24 h über die Fäzes ausgeschieden [Artelt et al. 1998]. Die geringen akut 
toxischen Eigenschaften lassen sich vermutlich auf die geringe Löslichkeit und Inertheit in-
folge eines stark positiven Redoxpotenzials (siehe Abschnitt 2.9.1) zurückführen [Reher 
2004]. 
Einige Studien zeigen jedoch, dass mit einer Abnahme des Partikeldurchmessers eine Zu-
nahme der Löslichkeit und Bioverfügbarkeit einhergeht. In einer Studie von Artelt et al. 
                                                          
 
16 Originaldaten in pg/g Blutplasma. Zu Vergleichszwecken umgerechnet unter der Annahme das 1 g Blut-
plasma 1 ml entsprechen. 
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[1998] konnte der Einfluss des Partikeldurchmessers anhand verschiedener Pt-Katalysator-
modellpartikel demonstriert werden. Während die Löslichkeit von 200 - 600 µm großer 
Pt-Partikel in eine physiologischen NaCl-Lösung (0,9 % (m/v) NaCl in H2O) lediglich bei 
0,001 % lag, konnte diese durch Verringerung des Partikeldurchmessers auf 25 nm bereits 
auf 1,4 % und bei 3 nm Partikeln auf 22 % gesteigert werden. Zusätzlich konnte auch der Ein-
fluss des Dispersionsmediums gezeigt werden. So erhöhte sich der Gehalt von löslichem Pt 
von 0,4 % in reinem Wasser auf 10 % in physiologischer NaCl-Lösung. Darüber hinaus 
konnte dieselbe Gruppe in einer 90-tägigen Inhalationsstudie an Ratten mit den gleichen 
Pt-Modellpartikeln auch zeigen, dass bis zu 30 % der in der Lunge abgelagerten Partikel bio-
verfügbar waren und infolge einer systemischen Verteilung in Leber, Nieren sowie Knochen 
abgelagert wurden [Artelt et al. 1999a]. 
Des Weiteren konnte anhand von Pt-Partikeln mit Durchmessern von 0,2 - 6 µm eine 
zelluläre Aufnahme durch A549-Zellen (humane Lungenepithelzellen) beobachtet werden, 
die mit einer zeit- und dosisabhängigen Bildung von Pt-DNA-Addukten einherging 
[Hartwig 2002, Zeller 2004]. Dabei zeigte das Ausmaß der Adduktbildung zusätzlich eine in-
verse Korrelation mit dem Partikeldurchmesser. Die Grundlage der Toxizität des reinen 
Metalls beruht dabei wahrscheinlich auf der starken Neigung von Pt, in Gegenwart der 
Hydroxyl-, Amino- und Sulfhydrylgruppen verschiedener biologischer Moleküle Komplexe 
zu bilden, wodurch eine Störung normaler zellulärer Abläufe entstehen kann. Darüber 
hinaus wird vermutet, dass die Partikel im Anschluss an die zelluläre Aufnahme einer 
Oxidation unterliegen können, was zu einer Freisetzung oxidierter Pt-Spezies führen kann, 
die aufgrund ihres größeren Reaktionspotenzials ebenfalls in zelluläre Abläufe eingreifen 
können [Marquardt und Schäfer 2004]. In einer Studie von Asharani et al. [2010] konnte nach 
einer Inkubation mit 5 - 8 nm großen Pt-NP eine Beeinflussung der DNA-Integrität, eine 
Aktivierung des Tumorsuppressorproteins p53 sowie ein Zellzyklusarrest nachgewiesen 
werden was von den Autoren der Studie auf die Bildung löslicher Pt-Spezies zurückgeführt 
wurde. Darüber hinaus konnten von Asharani et al. [2010] auch eine Induktion der 
ROS-Bildung durch Pt-NP beobachtet werden. Dies hingegen widerspricht einer Reihe 
anderer Studien, die im Zusammenhang mit Pt-NP keine ROS-Bildung nachweisen konnten 
[Pelka et al. 2009] und den Partikeln indessen sogar Eigenschaften von Radikalfängern zu-
schrieben [Onizawa et al. 2009, Watanabe et al. 2009]. 
Zusammenfassend zeigt dieser Abschnitt, dass das Wissen um die toxikologischen Eigen-
schaften metallischer Pt-NP immer noch sehr begrenzt ist. Neben Untersuchungen zur 
Identifizierung zellulärer Aufnahmemechanismen fehlen auch Studien, die die 
mechanistische Grundlage der Pt-NP vermittelten Toxizität erforschen. 
2.9.5.2 Platinverbindungen 
Untersuchungen zur Toxizität verschiedener Pt-Verbindungen zeigen, dass diese u. a. maß-
geblich durch die Löslichkeit der Verbindung beeinflusst wird. So konnte in Tierversuchen 
gezeigt werden, dass schlecht lösliche Verbindungen wie PtO2, PtO und PtCl2, deutlich 
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geringere toxische Effekte hervorriefen als gut lösliche wie PtCl4 oder Pt(NO3)2.17 In einer 
Studie, die die toxischen Effekte verschiedener Platinsalze in Lungenepithelzellen unter-
suchte, konnten ab Konzentrationen < 0,4 mM sowohl für Pt(NO3)2 als auch für PtCl4 zyto-
toxische Effekte beobachtet werden, die im Falle von PtCl4 deutlich stärker ausgeprägt 
waren. Darüber hinaus konnte durch diese Verbindungen auch eine Induktion von intra-
zellulären ROS beobachtet werden, wobei auch hier die ROS-Bildung durch PlCl4, mit einem 
relativen Anstieg auf 1134 %, mit Abstand am Größten war. Das größere toxische Potenzial, 
das von PtCl4 ausgeht, beruht dabei wahrscheinlich auf einer höheren Oxidationskraft von 
Pt4+-Verbindungen im Vergleich zu Pt2+-Verbindungen [Schmid et al. 2007]. Darüber hinaus 
konnte für die Verbindungen PtCl4, PtCl2 und (NH4)2PtCl2 eine Induktion von Mikrokernen 
sowie eine oxidative DNA-Schädigung festgestellt werden, deren Auftreten und Effektstärke 
auch in diesem Fall vom Oxidationsstatus des Pt abhängig zu sein scheint [Migliore et al. 
2002]. Aufgrund der Tatsache, dass Pt-Verbindungen hauptsächlich renal aus dem Körper 
ausgeschieden werden, ist mit ihnen oft auch eine gewisse Nephrotoxizität verbunden 
[Marquardt und Schäfer 2004]. Diese Eigenschaft konnte in einer Untersuchung auch für 
PtCl4 gezeigt werden, wobei die nephrotoxischen Eigenschaften mit denen von Cisplatin 
vergleichbar waren [DFG 2002a, Lenz 2006, Zereini und Alt 1999]. 
Aufgrund der in Abschnitt 2.9.1 beschriebenen Komplexbildungsneigung von Pt gibt es 
eine Reihe verschiedener toxikologisch relevanter quadratisch-planarer sowie oktaedrischer 
Pt-Komplexe. Dabei sind die zytotoxischen Eigenschaften für eine Vielzahl verschiedener 
Verbindungen beschrieben worden, wobei die Toxizität der Pt4+-Komplexe i. A. geringer ist 
als die der Pt2+-Komplexe. Dabei wird angenommen, dass die an sich inerten Pt4+-Komplexe 
erst infolge einer intrazellulären Reduktion zu Pt2+ aktiviert werden müssen, bevor von 
diesen ein zytotoxischer Effekt ausgehen kann. Pt2+ bildet vor allem quadratisch-planare 
Komplexe aus, die sowohl in cis- als auch in trans-Konformation auftreten können. Dies ist 
u. a. für das toxikologische Profil verschiedener Chemotherapeutika entscheidend [Galanski 
und Keppler 2006, Voigt et al. 2006]. 
Zu den bekanntesten und toxikologisch relevantesten Pt-Komplexverbindungen zählt das 
von B. Rosenberg in den 1960er Jahren zufällig entdeckte cis-Diamindichloroplatin(II) 
(cis-[Pt(NH3)2Cl2])18, das neben seinem zytotoxischen und mutagenen Potenzial, vor allem 
für seine zytostatische Wirkung bekannt ist [Rosenberg 1978]. Cisplatin wird seit den späten 
1970ern als Zytostatikum erfolgreich zur Behandlung verschiedener Karzinome und Tumore 
eingesetzt. Die Wirkung von Cisplatin basiert dabei auf einer intrazellulären Anreicherung 
des Komplexes infolge der Ausbildung verschiedener positiv geladener Aquakomplexe 
(z. B. cis-[Pt(NH3)2Cl(H2O)]+), die aufgrund der niedrigen intrazellulären Cl--Konzentration 
unter Abgabe von Cl- und Anlagerung von H2O-Molekülen hervorgehen. Der positiv ge-
ladene Komplex ist nicht mehr in der Lage, die Zellmembran zu durchdringen, und bindet 
aufgrund seiner Affinität zu Nukleophilen leicht an die DNA. Die Bindung mit der DNA 
                                                          
 
17 Vgl. Löslichkeit in H2O von PtCl2 (unlöslich) und PtCl4 (587 g/l); Ld50 PtCl2 = 3423 mg/kg KGW; LD50 PtCl4 
276 mg/kg KGW 
 18 im Folgenden nur noch als Cisplatin bezeichnet 
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erfolgt dabei bevorzugt unter Ausbildung von N-7-Guanin-Addukten und führt zur Quer-
vernetzung benachbarter DNA-Basen [Galanski und Keppler 2006, Voigt et al. 2006]. Die am 
häufigsten gefundenen Basenquervernetzungen sind dabei 1,2-d(GpG) und 1,2-d(ApG) be-
nachbarter Purinbasen, die mit sehr geringer Effizienz repariert werden [Jordan und Carmo-
Fonseca 2000]. Darüber hinaus werden auch Interstrangverknüpfungen sowie DNA-Protein- 
und Protein-Protein-Verknüpfungen gebildet. Diese führen in weiterer Folge zu einer 
Hemmung sowohl der DNA-Transkription als auch der RNA- und Proteinbiosynthese, was 
schließlich zur Apoptose der Zelle führt. Die Nebenwirkungen von Cisplatin äußern sich vor 
allem in einer starken Nephro- sowie Ototoxizität, jedoch auch in einer Beeinträchtigung des 
GIT, was die therapeutische Anwendung oft limitiert. Im Zuge dessen wurden mittlerweile 
neue Pt-Zytostatika wie Carboplatin und Oxaliplatin entwickelt, die unter anderem eine 
bessere Verträglichkeit besitzen sollen [Galanski und Keppler 2006, Voigt et al. 2006]. 
Im Gegensatz zu den cis-Komplexen weisen die entsprechenden trans-Isomere kaum 
zytostatische Eigenschaften auf. Dieser Unterschied im toxikologischen Wirkprofil der Iso-
mere wird dadurch erklärt, dass die durch trans-Isomere gebildeten DNA-Addukte zum 
einen deutlich besser von DNA-Reparaturmechanismen erkannt und mit wesentlich höherer 
Effizienz repariert werden, zum anderen aufgrund der geometrischen Struktur nicht in der 
Lage sind, Intrastrangverknüpfungen zu bilden [Ciccarelli et al. 1985, Peleg-Shulman et al. 
2002, Zamble und Lippard 1995]. 
Neben der akuten Toxizität von Pt-Verbindungen kann es bei exponierten Personen auch 
zu einer chronischen Toxizität in Form der „Platinose“ kommen. Der Platinose liegt dabei 
wahrscheinlich eine Typ-1-Allergie zugrunde, die jedoch lediglich von Pt-Verbindungen, 
nicht aber von metallischem Pt ausgelöst wird. Die Maximale-Arbeitsplatz-Konzentration 
(MAK-Wert) von Pt-Verbindungen berechnet auf Pt wurde daher auf 0,002 mg/m3 festgelegt 
[DFG 2002a, Holleman et al. 1995]. 
Die vorangegangenen Abschnitte zeigen die vielfältigen toxikologischen Wirkungsweisen 
verschiedener Pt-Verbindungen, die im Zuge einer möglichen Bildung löslicher Pt-Spezies 
durch Pt-NP nicht unberücksichtigt bleiben dürfen. 
2.10 Silica (SiO2) 
2.10.1 Allgemeine Eigenschaften 
Silizium (Si) ist mit einem Anteil von ungefähr 26,3 % nach Sauerstoff (O2) das zweit-
häufigste Element der Erdkruste. Das wichtigste Oxid des Si ist das Siliziumdioxid (SiO2), 
was eine Sammelbezeichnung für die verschiedenen Modifikationen mit der formalen 
Summenformel SiO2 darstellt. SiO2 ist in der Natur weit verbreitet und kommt in Form zahl-
reicher kristalliner (bspw. Quarz, Cristobalit oder Tridymit) sowie amorpher (Kieselglas, 
Opal oder Sinter- und Tufferden) Mineralien vor. Die häufigste Erscheinungsform ist der 
Quarz [Holleman et al. 1995].  
Kieselsäure ist eine Sammelbezeichnung für Verbindungen mit der allgemeinen Formel 
(SiO2)m x nH2O, die durch nasschemische thermische oder pyrogene Verfahren hergestellt 
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werden und als amorph charakterisiert sind. Amorphes Silica aus Sol-Gel-Prozessen wird 
dabei zu den Kieselgelen gezählt, was eine kolloidale Form der Kieselsäure (H4SiO4) ist. 
Diese liegt dabei in Form hochkondensierter Polykieselsäure vor und führt zu Gele und Teil-
chen aus, auf deren Oberfläche sich Siloxan und/oder Silanol-Gruppen ausbilden. Im Gegen-
satz dazu werden die durch Flammenpyrolyse (auch Flammenhydrolyse) von SiCl4 her-
gestellten hochdispersen pyrogenen SiO2-Partikel nicht zu den Kieselgelen, sondern zu den 
Kieselsäuren gerechnet. Obwohl das formale Endprodukt der Kondensation in beiden Fällen 
polymeres SiO2 ist, weisen die Produkte strukturelle Unterschiede auf. So besitzen pyrogene 
Kieselsäuren an ihrer nahezu porenfreien Oberfläche deutlich weniger Hydroxid-Gruppen 
als Fällungskieselsäuren. Die während der Polymerisation parallel ablaufenden Ketten-
verlängernde, Ring-bildende als auch verzweigenden Prozesse führen zu einem amorphen 
Endprodukt [Groteklaes et al. 2011, Hartmann-Schreier 2011]. 
2.10.2 Physikochemische Eigenschaften  
Die bei Atmosphärendruck und Raumtemperatur bzw. höheren Temperaturen stabilen 
Modifikationen sind α-Quarz, β-Quarz, β-Tridymit und β-Christobalit. Letztere Modi-
fikation geht ab einer Temperatur von 1705 °C in flüssiges SiO2 und um 2800° unter Ab-
spaltung von Sauerstoff in gasförmiges SiO über. SiO2 ist unter Normalbedingungen (22 °C, 
1 bar) chemisch relativ inert und weder in Wasser noch durch die meisten Säuren löslich. 
Lediglich von HF wird es unter Bildung von SiF4 angegriffen. Amorphes SiO2 hingegen wird 
teilweise auch von wässrigen Alkalien gelöst [Hartmann-Schreier 2011, Holleman et al. 1995]. 
2.10.3 Synthese amorpher Silica-Nanopartikel 
Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten SiO2-NP waren kommerziell verfügbare 
Produkte, die bereits im großtechnischen Maßstab produziert und zum Teil mit ausdrück-
lichem Hinweis für die Verwendbarkeit in der Nahrungsmittelindustrie beworben wurden. 
Aufgrund dieser Eigenschaften wurden drei Partikelpräparationen mit unterschiedlicher 
nomineller Primärpartikelgröße (12 nm, 40 nm und 200 nm) ausgewählt (siehe Ab-
schnitt 4.1.1). In der Literatur sind mehrere Verfahren zur Herstellung verschiedenster 
SiO2-NP beschrieben, darunter Pyrolysereaktionen wie die Flammensynthese [Schaefer und 
Hurd 1990, Spicer et al. 1998, Xiong und Pratsinis 1991], Wasserdampfhydrolysen [Bergna 
1992, Ingebrethsen et al. 1983], Mikroemulsionspolymerisation [Esquena et al. 1997, 
Jungmann et al. 2001], als auch Sol-Gel-Prozesse [Blum 2004, Rao et al. 2005, Schmidt 2001] 
wie bspw. der Stöber-Prozess [Stöber et al. 1968]. 
Bei der großtechnischen industriellen Herstellung amorpher SiO2-NP werden zwei grund-
sätzlich verschiedene Verfahren angewendet: der Stöber-Prozess und die Flammenhydro-
lyse. Beide Verfahren bedienen sich des Bottom-Up-Prinzips und sollen im Folgenden 
genauer erläutert werden [Raab et al. 2008a, Wegner und Pratsinis 2004]. 
2.10.3.1 Flammenpyrolyse 
Beide Partikelpräparationen der Firma Evonik, Aerosil 200 (12 nm) und Aerosil Ox50 
(40 nm), die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten wurden, wurden mittels Flammenhydro-
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lyse hergestellt. Die Synthese von amorphem Silica mittels Flammenhydrolyse lässt sich den 
Gasphasenprozessen zuordnen (siehe Abschnitt 2.4.2) und wurde bereits 1942 von dem 
Chemiker H. Klöpfer erfunden. Die durch diese Methode hergestellten Partikel auch als 
„Pyrogene/s Kieselsäure/Silica“ oder „Fumed Silica“ bezeichnet werden [Groteklaes et al. 
2011, Wegner und Pratsinis 2004].  
Bei der Flammensynthese wird die thermische Energie einer Flamme genutzt, um die gas-
förmigen oder flüssigen Ausgangssubstanzen in einer chemischen Reaktion umzusetzen und 
das Partikelwachstum durch Koagulations- und Sinterprozesse zu bewirken. Das Partikel-
wachstum ist dabei erst abgeschlossen, wenn die Temperatur der Syntheseflamme soweit 
abgesunken ist, dass keine weiteren chemischen Reaktionen oder Sintervorgänge mehr statt-
finden können, oder aber die Konzentration der Primärpartikel so weit absinkt, dass keine 
Kollisionen mehr stattfinden. Die Produkteigenschaften können durch Variation der Ver-
weilzeit und Temperaturfelder (Zuführung der Edukte und Flammenform) beeinflusst 
werden [Wegner und Pratsinis 2004]. 
Im Zuge des ersten Prozessschritts bei der Synthese von pyrogenen Silica wird SiCl4 ver-
dampft und mithilfe eines Trägergases in den Brenner geleitet. Die Trägergase müssen dafür 
speziell getrocknet sein, da Metall- bzw. Halbmetallchloride in Gegenwart von Wasser leicht 
hydrolysieren, was zu einer verfrühten und unerwünschten Partikelbildung führt. Die Zu-
führung des Brenngases sowie von Luft oder Sauerstoff in die Brennkammer erfolgt eben-
falls über den Brenner. Bei der Herstellung von pyrogenem SiO2 werden meist Wasserstoff 
und Luft eingesetzt. Im Brenner finden schließlich die in Gleichung (2.8) und (2.9) dar-
gestellten Reaktionen unter Bildung von SiO2 statt [Wegner und Pratsinis 2004]. 
              (2.8) 
                         (2.9) 
Im Anschluss an die Synthese findet eine Partikelabscheidung auf Oberflächenfiltern statt 
[Wegner und Pratsinis 2004]. 
Die Partikelbildung innerhalb der Flamme ist schematisch in Abbildung 2.23 dargestellt. 
Nach Eintritt der Edukte (SiCl4, H2 und Luft) in die Flamme laufen zuerst die in den 
Gleichungen (2.8) und (2.9) beschriebenen Reaktionen unter Bildung einzelner SiO2 
Moleküle ab. In der mehr als 1500 °C heißen Kernzone der Flamme kommt es zur homo-
genen Keimbildung, aus denen durch Wachstumsprozesse Primärpartikel in einem Größen-
bereich von 5 - 50 nm hervorgehen. Anschließend, in bereits etwas kälteren Flammen-
bereichen, werden infolge der Verschmelzung kollidierender Primärpartikel fest versinterte 
Aggregate im Größenbereich von 100 - 1000 nm gebildet. Im Zuge einer weiteren Abkühlung 
im Außenbereich der Reaktorflamme formen sich schließlich Agglomerate, die aus zu-
sammengelagerten Aggregaten bestehen und Größenordnungen im Mikrometerbereich 
aufweisen können [Wacker Chemie 2009, Wegner und Pratsinis 2004]. 
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Abbildung 2.23: Schematische Darstellung der SiO2-Partikelbildungsprozesse innerhalb der Brennerflamme bei der Flammen-
synthese [modifiziert nach Wacker Chemie 2009] 
2.10.3.2 Stöber-Prozess 
Im Gegensatz zu den Aerosil®-Partikeln der Firma Evonik wurden die AngströmSphere 
(200 nm) Silicapartikel der Firma Fibre Optics mittels eines speziellen Sol-Gel-Prozess her-
gestellt. 
Die Darstellung monodisperser SiO2-NP durch ein Sol-Gel-Verfahren wurde erstmals 1968 
durch Stöber et al. beschrieben [Stöber et al. 1968]. Grundprinzip des Stöber-Prozesses ist die 
Hydrolyse eines Alkoxids wie Tetraethylorthosilikat (TEOS) unter ammoniakalischen Be-
dingungen in Gegenwart von H2O zum entsprechenden Alkohol und H4SiO4. Diese 
kondensiert im zweiten Teil des Prozesses unter Abspaltung von H2O, wodurch es zur 
Bildung von Polykieselsäuren und damit zum Partikelwachstum kommt. Die zwei Teil-
reaktionen sind in Abbildung 2.24 dargestellt.  
Der pH-Wert während der Reaktion ist von großer Bedeutung, da in Abhängigkeit von 
diesem sehr unterschiedliche Strukturen gebildet werden können. Im schwach Sauren 
zwischen pH 2-6 entstehen vor allem kettenförmige, zum Teil auch verzweigte Makro-
moleküle, die Sole mit positiver Ladung bilden. Im stark Sauren verläuft die Hydrolyse 
rasch, wodurch Kolloide mit globulärer Primärstruktur entstehen, die im weiteren Verlauf 
Gele bilden. Im Basischen bzw. Ammoniakalischen, also den Bedingungen des Stöber-
Prozesses, werden hingegen bevorzugt monodisperse kugelförmige Partikel gebildet 
[Schmidt 2001]. 
4 H2O 4 EtOH
H2O
I) Hydrolyse
II) Kondensation
 
Abbildung 2.24: Hydrolyse und Kondensationsreaktion beim Sol-Gel-Prozess mit TEOS als Alkoxid 
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Der Durchmesser der gebildeten Partikel kann dabei durch eine Vielzahl von Prozesspara-
metern beeinflusst werden. Eine Erhöhung der Konzentration der Monomere führt dabei zu 
größeren Partikeln. Dagegen führen schneller hydrolysierbare Derivate von TEOS wie 
Tetramethylorthosilikat sowie der Einsatz polarerer Alkohole wie Methanol zu Partikeln mit 
kleinerem Durchmesser. Letztlich beeinflussen all diese Parameter im Wesentlichen die 
Hydrolysegeschwindigkeit des Alkoxids, wobei eine schnellere Hydrolyse zu geringeren 
Partikeldurchmessern führt. Mithilfe dieses Verfahren können, unter relativ guter Vorher-
sagbarkeit der Größe, Partikel im Bereich von wenigen Nanometern (20 nm) bis hin zu 2 µm 
synthetisiert werden [Schmidt 2001, Stöber et al. 1968]. 
2.10.4 Toxikologische Betrachtung von Silica 
2.10.4.1 Kristallines Silica 
Untersuchungen zum toxikologischen Potenzial von SiO2 haben gezeigt, dass dieses neben 
der Partikelgröße stark von der jeweiligen kristallinen Modifikation abhängt. Während von 
makroskopischem kristallinem SiO2 keine akut-toxischen Gefahren aus gehen, ist jedoch seit 
Langem bekannt, dass die Stäube von Quarz, Tridymit und Cristobalit beim Menschen ver-
schiedene Lungenerkrankungen wie Silicose (Quarzstaublunge) oder Lungenkrebs sowie 
Nierenschäden hervorrufen können. Bei der Silicose handelt es sich um eine bekannte vor 
allem bei Bergleuten auftretende Krankheit, die durch das Einatmen kristalliner Quarzstäube 
mit Korngrößen unter 5 µm entstehen kann. Diese können je nach Größe bis in die Alveolen 
vordringen (siehe Abschnitt 2.5.2.1) und dort zu chronisch-entzündlichen Reaktionen führen, 
was eine Bindegewebsneubildung sowie eine Vernarbung des Lungengewebes nach sich 
zieht. In weiterer Folge kommt es zur Beeinträchtigung der Atemtätigkeit aufgrund eines 
Elastizitätsverlustes, was wiederum zu einer Störung der Ventilation sowie einer Wider-
standserhöhung im Lungenkreislauf und in fortgeschrittenem Stadium zur Schädigung der 
rechten Herzkammer führt. Aufgrund dessen liegt der MAK-Wert für Quarzfeinstaub bei 
0,15 mg/m3 und für quarzhaltige Feinstäube mit einem Gehalt von 1 % und mehr bei 
4 mg/m3 [DFG 2002b, Römpp 2011c].  
Die molekularen Mechanismen für die Toxizität von kristallinem SiO2 sind vielfältig. So 
wurden in verschiedenen in vivo Studien an unterschiedlichen Lungenzelllinien sowie nach 
intratrachealer Instillation eine dosisabhängige Induktion von Mikrokernen nachgewiesen 
[Leigh et al. 2000, Nagalakshmi et al. 1995]. In in vivo Experimenten an Mäusen mit 5 µm 
großen Partikeln konnte eine Verminderung der Expression der mRNA von p53 beobachtet 
werden [Ishihara et al. 2002]. Darüber hinaus wurde in einer Studie, die die DNA aus 
Lymphozyten exponierter Arbeiter aus Gießereien und Töpfereien untersuchte, eine erhöhte 
DNA-Schädigung festgestellt [Basaran et al. 2003]. Untersuchungen mit nanostrukturiertem 
kristallinen SiO2 in einem Konzentrationsbereich von 30 – 120 µg/ml an humanen B-Zell-
Lymphoblasten konnten ab 120 mg/ml einen Rückgang des Zellwachstums sowie der 
Viabilität nachweisen. Des Weiteren konnte die Induktion von Mikrokernen beobachtet 
werden, wohingegen jedoch, im Unterschied zu Basaran et al. [2003], keine erhöhte Strang-
bruchrate beobachtet werden konnte. Diese direkte Interaktion der Partikel mit dem 
genetischen Material trägt wahrscheinlich zur Bildung von Mutationen sowie zum 
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kanzerogenen Potenzial von kristallinem SiO2 bei [Wang et al. 2007b]. Dementgegen sind in 
der Literatur auch Studien vorhanden, die keine oder nur geringe toxische Effekte durch 
SiO2 zeigen. So konnten bspw. in einer Studie von Vanchugova et al. [1985], die die Aus-
wirkungen nicht näher definierter SiO2-Partikel auf das Knochenmark von Mäusen unter-
suchten, keine Bildung von Mikrokernen19 festgestellt werden. Diese unterschiedlichen Er-
gebnisse basieren wahrscheinlich auf der Tatsache, dass viele der frühen Studien mit groben 
bzw. feinen Partikeln durchgeführt wurden, die teilweise schlecht charakterisierte sowie 
unterschiedliche Partikelverteilungen aufwiesen [Wang et al. 2007b]. 
2.10.4.2 Amorphes Silica 
Entgegen kristallinem SiO2 wird amorphes SiO220 nicht mit der Ausbildung von Silicose oder 
Lungenkrebs in Verbindung gebracht und gilt sowohl in makroskopischer als auch in mikro-
skopischer Form als toxikologisch unbedenklich. In der EU ist amorphes SiO2 als Lebens-
mittelzusatzstoff zugelassen und wird unter Nummer E 551 geführt. Darüber hinaus wird 
amorphes SiO2 auch von der amerikanischen Lebensmittelüberwachung und Arzneimittel-
zulassungsbehörde (Food and Drug Administration; FDA) als nicht-toxisch eingestuft und auf 
der Liste der generell unbedenklichen Substanzen (generally recognized as safe; GRAS) geführt 
[FDA 2011]. 
Vor dem Hintergrund einer zunehmenden technologischen Nutzung nanostrukturierten 
SiO2 sowie aufgrund verschiedener Studien, die nanoskaliger Materie ein verstärktes oder 
ein von mikrostrukturierter Materie abweichendes toxikologisches Profil nachweisen 
konnten [Borm et al. 2006, Oberdörster et al. 2005], rückte amorphes SiO2 unlängst wieder in 
den Fokus toxikologischer Untersuchungen. Im Zusammenhang mit der toxikologischen 
Bewertung von SiO2-NP konnte in verschiedenen Studien teilweise ein im Vergleich zu 
mikrostrukturiertem SiO2 abweichendes oder auch erhöhtes toxisches Potenzial verzeichnet 
werden [Kaewamatawong et al. 2005], das im Folgenden kurz dargestellt wird. 
Die Mehrzahl der in vitro Studien konnte im Zuge dieser Untersuchungen eine zelluläre 
Aufnahme von SiO2-NP durch verschiedene Zelllinien nachweisen [Gerloff et al. 2009, Jin et 
al. 2007, Lin et al. 2006b, Niemeier 2009], wobei es in einigen Studien Hinweise auf eine 
Größenabhägigkeit der Aufnahme gab [Al-Rawi et al. 2011]. Im Rahmen dieser Studien 
zeigte sich, dass SiO2-NP durch verschiedene endozytotische Aufnahmemechanismen, 
darunter CaME oder Phagozytose [Al-Rawi et al. 2011, Niemeier 2009], internalisiert werden. 
Im Zusammenhang mit diesen Untersuchungen konnten vereinzelt auch Interaktionen mit 
zellulären Kompartimenten beobachtet werden. So berichteten Li et al. [2003], dass SiO2-NP 
in der Lage waren, die mitochondriale Membran zu durchdringen, und eine Studie von 
Chen und von Mikecz [2005] konnte eine größenabhängige Kerntranslokation 70 nm großer, 
fluoreszenzmarkierter SiO2-NP nachweisen. Darauffolgend konnte eine Aggregatbildung 
von NP mit verschiedenen Kernkomponenten, darunter auch Bestandteilen des Ubiquitin-
Proteasomsystems sowie der Topoisomerase I (siehe Abschnitt 2.6.4), festgestellt werden. 
                                                          
 
19 Mikrokerne (Mikronuclei) sind chromatinhaltige Partikel außerhalb des Zellkerns [Eisenbrand et al. 2005]. 
20 In weiterer Folge auch Silica genannt 
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Eine Erhöhung der DNA-Strangbruchrate konnte in diesem Zusammenhang jedoch nicht 
beobachtet werden. Eine Kerntranslokation von SiO2-NP wird in der Literatur kontrovers 
diskutiert und konnte bislang in anderen Studien nicht bestätigt werden [Al-Rawi et al. 2011, 
Jin et al. 2007, Niemeier 2009]. 
Eine zunehmende Anzahl von in vitro Studien weist auf eine zentrale Rolle der SOF im Zu-
sammenhang mit den zytotoxischen Wirkungen von SiO2-NP hin [Napierska et al. 2009, 
Waters et al. 2009], wobei diese wie auch hämolytische Wirkungen [Harley und Margolis 
1961] möglicherweise auf Reaktionen von biologischen Molekülen mit Silanolgruppen der 
Oberfläche zurückzuführen sind. In Zusammenhang mit der Bildung von ROS durch 
SiO2-NP gelangten verschiedene Studien zu widersprüchlichen Ergebnissen. Der über-
wiegende Teil der Studien konnte sowohl in Zellen verschiedenen Ursprungs, darunter in 
Lungen- (A549) und Nierenzellen (HEK293) sowie in Makrophagen (RAW264.7) als auch an 
Mäusen eine zeit- und dosisabhängige Bildung von ROS durch SiO2-NP nachweisen [Gerloff 
et al. 2009, Lin et al. 2006b, Park und Park 2009]. Die Zunahme an ROS wurde dabei meist 
von einer Absenkung des GSH-Gehalts, einer Zunahme der Lipidperoxidation sowie einer 
Aktivierung des redoxsensitiven Nrf2/ARE-Signalwegs begleitet [Eom und Choi 2009, Lin et 
al. 2006b, Ye et al. 2010b]. Dementgegen konnten andere Studien keine signifikante 
ROS-Bildung nachweisen [Yu et al. 2009]. 
In Hinblick auf die genotoxischen Eigenschaften konnte durch verschiedene Studien ge-
zeigt werden, dass SiO2-NP nicht zu einer direkten Schädigung der DNA-Integrität führen 
[Barnes et al. 2008, Jin et al. 2007]. Dennoch konnte in einer Studie von Gerloff et al. [2009] 
Strangbrüche infolge einer oxidative Schädigung der DNA durch eine erhöhte ROS-Bildung 
beschrieben werden [Gerloff et al. 2009]. 
Hinsichtlich der chronischen Toxizität von SiO2-NP kann zurzeit keine Aussage getroffen 
werden, da bislang keine Daten von in vivo Langzeitstudien vorliegen. Des Weiteren kann 
aufgrund einer widersprüchlichen bzw. unvollständigen Datenlage auch keine ab-
schließende Bewertung des toxikologischen Profils amorpher SiO2-NP durchgeführt werden. 
Vor diesem Hintergrund, sowie angesichts der Tatsache, dass sich die Mehrzahl der in vitro 
und der in vivo Studien mit den toxikologischen Auswirkungen auf den Respirationstrakt be-
fasst, erscheinen weitere Untersuchungen gerade in Hinblick auf die Wirkungen im GIT 
dringend erforderlich. 
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3 Zielsetzung der Arbeit 
Der zunehmende Einsatz der Nanotechnologie im Bereich der Lebensmittelindustrie und bei 
Produkten des täglichen Bedarfs einerseits sowie eine mögliche Anreicherung von nano-
strukturierter Materie in der Nahrungskette infolge eines erhöhten produktionsbedingten 
Eintrags in die Umwelt andererseits führen zu einer steigenden Belastung des Gastro-
intestinaltrakts (GIT) mit Nanomaterialien. Des Weiteren können über den Respirationstrakt 
aufgenommene Nanopartikel mithilfe des mukoziliären Reinigungsmechanismus aus der 
Lunge entfernt und anschließend verschluckt werden, wodurch eine erhöhte Exposition des 
Respirationstrakts indirekt auch zu einer verstärkten Belastung des GIT beitragen kann 
[Kreyling et al. 2006]. Trotz zunehmender Exposition des GIT gegenüber nanostrukturierter 
Materie lag der Fokus der bisherigen Risikobewertung vor allem auf einer Schädigung des 
Respirationstraktes infolge einer inhalativen Aufnahme [Oberdörster et al. 2005], 
wohingegen die Auswirkungen von Nanomaterialien im GIT nur unzureichend erforscht 
wurden. Vor diesem Hintergrund sowie im Zuge einer präventiven Risikoforschung sind 
weitere Studien bezüglich der biologischen Wirkungen nanostrukturierter Materie im GIT 
dringend erforderlich. 
Im Rahmen der vorliegenden Dissertation soll anhand der gut charakterisierten humanen 
Kolonkarzinomzelllinie HT29 die zelluläre Aufnahme nanostrukturierter Materie, die Inter-
aktion mit subzellulären Strukturen und biologischen Molekülen sowie die zugrunde 
liegenden Mechanismen untersucht werden. 
Aufgrund der zuvor erwähnten zunehmenden oralen Aufnahme nanostrukturierter 
Materie werden zwei verschiedene Testmaterialien ausgewählt, die eine unterschiedliche 
Relevanz bezüglich einer potenziellen Belastung des GIT aufweisen. Zum einen wird nano-
strukturiertes amorphes Silica als Testsubstanz herangezogen, eine Substanz, die in mikro-
strukturierter Form bereits seit Jahrzehnten gezielt im Bereich der Lebensmittelindustrie ein-
gesetzt und künftig wahrscheinlich auch in nanostrukturierter Form vermehrt Verwendung 
finden wird [Chaudhry und Groves 2010]. Zum anderen werden Platin-Nanopartikel 
(Pt-NP) als Testsubstanz eingesetzt, die aufgrund eines nachweislich ansteigenden Gehalts in 
der Umwelt als Modellsubstanz für die Kontamination der Nahrungskette mit Nano-
materialien angesehen werden können [Ravindra et al. 2004]. 
Ein Schwerpunkt der Arbeit liegt dabei auf den Untersuchungen der biologischen 
Wirkungen verschiedener Silica-Nanopartikel (SiO2-NP), unter besonderer Berücksichtigung 
der Abhängigkeit der Effekte von der Partikelgröße. Da eine Bewertung des potenziellen 
Risikos von Nanomaterialien ohne Kenntnis der physiko-chemischen Parameter nicht mög-
lich ist, wird den biologischen Untersuchungen der Silica-Präparationen eine ausführliche 
Materialcharakterisierung vorangestellt. Dabei werden die getesteten Substanzen sowohl 
hinsichtlich Morphologie, Partikelgrößenverteilung als auch auf ihr Agglomerationsver-
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halten bzw. auf ihre Stabilität in verschiedenen flüssigen Medien untersucht. Darüber hinaus 
soll mithilfe verschiedener elektronenmikroskopischer Techniken die zelluläre Aufnahme 
sowie die subzelluläre Lokalisation der getesteten Präparationen untersucht werden. 
Das zytotoxische Potenzial der SiO2-Präparationen wird mithilfe einer Kombination aus 
drei verschiedenen Assays erfasst, die zwischen Auswirkungen auf die Viabilität, das 
Wachstum, die mitochondriale Aktivität sowie auf die Membranintegrität unterscheiden. 
Dies soll zum einen die Aufklärung der zugrunde liegenden Mechanismen ermöglichen, 
zum anderen auch die Wahrscheinlichkeit von falsch-positiven Ergebnissen sowie Fehlinter-
pretationen aufgrund von Wechselwirkungen der Nanopartikel mit dem Testsystem 
minimieren. 
Die Induktion von oxidativem Stress stellt meist ein zentrales Ereignis der NP-vermittelten 
Toxizität dar, von dem weitere biologische Wirkungen nanostrukturierter Materie ausgehen 
können [Unfried et al. 2007]. Vor diesem Hintergrund sollen die Präparationen auf ihre 
Fähigkeit, ROS zu bilden, hin überprüft werden. Des Weiteren soll eine Beeinflussung des 
zellulären Redoxstatus anhand des zellulären Glutathiongehalts sowie anhand einer Ver-
änderung der Expression des Nrf2/ARE-abhängigen Gens γ-Glutamylcysteinligase unter-
sucht werden. Da in Zusammenhang mit der Bildung von oxidativem Stress durch NP auch 
eine Beeinflussung verschiedener redoxsensitiver Signalkaskaden nachgewiesen werden 
konnte [Sydlik et al. 2006, Unfried et al. 2008, Weissenberg et al. 2010], sollen im Zuge dieser 
Arbeit auch die Auswirkungen der SiO2-Präparationen auf die MAPK/ERK-Signalkaskade 
untersucht werden. Des Weiteren wird der Signalweg in diesem Kontext auch hinsichtlich 
einer Querverknüpfung zum Nrf2/ARE-Signalweg überprüft. 
Neben einer Beeinflussung von Signalkaskaden kann ein erhöhter ROS-Gehalt zu einer 
Schädigung der DNA führen. Darüber hinaus sind NP dazu in der Lage über andere in-
direkte Mechanismen sowie durch einen direkten Kontakt mit der DNA Strangbrüche zu 
verursachen [Singh et al. 2009]. Daher werden die potenziellen strangbrechenden Eigen-
schaften der untersuchten SiO2-Präparationen mithilfe der Einzelzellgelelektrophorese 
untersucht. Dabei soll durch den Einsatz des Reparaturenzyms Formamidopyrimidin-DNA-
glykosylase gleichzeitig eine potenzielle oxidative DNA-Schädigung erfasst werden, 
wodurch die zugrunde liegenden Ursachen besser aufgeklärt werden können. 
Im Mittelpunkt des zweiten thematischen Schwerpunkts der Arbeit steht die Aufklärung 
des Mechanismus der DNA-strangbrechenden Wirkung verschiedener Pt-Präparationen, die 
in vorangegangenen Untersuchungen nicht auf die Bildung von ROS zurückgeführt werden 
konnte [Pelka et al. 2009]. In diesem Zusammenhang soll geklärt werden, inwieweit eine 
Inkubation mit Pt-NP zu einer verstärkten Bildung löslicher Pt-Spezies führt und inwiefern 
diese zu einer Schädigung der DNA von HT29-Zellen durch Ausbildung von 
Pt-DNA-Addukten beitragen.  
Darüber hinaus soll mithilfe verschiedener elektronenmikroskopischer Techniken der Frage 
bezüglich der subzellulären Lokalisation nachgegangen werden. Dabei sollen die Auf-
nahmen auch Aufschluss über eine mögliche Translokation der Pt-NP in den Zellkern oder 
Interaktion mit Mitochondrien geben. 
 87 
 
4 Ergebnisse und Diskussion 
4.1 Silica-Nanopartikel (SiO2-NP) 
Da im Zuge der Erstellung der vorliegenden Arbeit die Toxizität von zwei unterschiedlichen 
NM (SiO2-NP und Pt-NP) betrachtet wurden, ist der Ergebnis- und Diskussionsteil ist in 
zwei Abschnitte aufgegliedert, Im ersten Teil dieses Kapitels (Abschnitt 4.1) werden zu-
nächst die Ergebnisse der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten SiO2-NP dargestellt. Der 
folgende Abschnitt stellt die Charakterisierung der getesteten Materialien anhand ver-
schiedener Parameter dar, wobei insbesondere die PSD sowie das Agglomerationsverhalten 
in verschiedenen flüssigen Medien untersucht wurde. In den darauffolgenden Abschnitten 
wird auf die zelluläre Aufnahme sowie anschließend auf die biologischen Effekte ein-
gegangen, wobei die Ergebnisse unter Berücksichtigung der aktuellen Literatur diskutiert 
werden. 
4.1.1 Partikelcharakterisierung 
Im Zuge dieser Arbeit wurden drei verschiedene amorphe Silicapartikelpräparationen mit 
unterschiedlichem nominellen Primärpartikeldurchmesser untersucht. Dabei handelt es sich 
bei allen drei Präparationen um kommerziell erhältliche, im großen Maßstab produzierte 
Partikel, die unter anderem für die Verwendung im Bereich der Lebensmittelindustrie be-
worben werden. Folgende SiO2-Partikel wurden in der vorliegenden Arbeit untersucht, 
wobei sich die Bezeichnung der Präparationen im weiteren Verlauf dieser Arbeit nach der 
nominellen Primärpartikelgröße (12 nm, 40 nm, 200 nm) richtet. 
Nominelle Primärpartikelgröße Handelsname Hersteller 
 12 nm SiO2-NP Aerosil
 200 F Evonik Industries, Deutschland 
 40 nm SiO2-NP Aerosil
 Ox 50 Evonik Industries, Deutschland 
 200 nm SiO2-Partikel AngströmSphere Fibre Optic Center Inc., New Bedford, MA, USA 
Zur Minimierung von Schwankungen bezüglich der Zusammensetzung, der Konzentration 
sowie des Dispersionsgrads der im Zellkulturmedium suspendierten Partikel wurde ein 
Standardprotokoll (standard operating protocol; SOP) entwickelt, anhand dessen jede 
Inkubation vorgenommen wurde (siehe Abschnitt 6.3.1.1). In diesem Zusammenhang sei an-
gemerkt, dass alle Experimente mit den SiO2-Partikeln (12 nm, 40 nm, 200 nm) sowohl hin-
sichtlich der Flächenkonzentration [µg/cm²] als auch die Konzentration [µg/ml] betreffend 
stets konstant zueinander waren, wohingegen das applizierte Volumen in Abhängigkeit vom 
eingesetzten Testsystem variierte. Das bedeutet, dass eine Flächenkonzentration von 
156,3 µg/cm² im Falle der drei Partikelpräparationen (12 nm, 40 nm, 200 nm) immer einer 
Konzentration von 500 µg/ml entsprach. Die Umrechnung der weiteren Flächen-
konzentrationen wird in Abschnitt 6.3.1.3 dargestellt. Eine Ausnahme hiervon bilden die 
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Konzentrationsangeben der unter hohem Energieeintrag mittels Ultraschall hergestellten 
Silica-Suspension, auf die jedoch später eingegangen wird. 
12 nm SiO2-Partikel  
Die kleinsten der untersuchten SiO2-Partikel weisen einen nominellen Primärdurchmesser 
von 12 nm auf. Dieser wurde anhand der nach dem BET-Verfahren21 ermittelten Partikel-
oberfläche von 200 m²/g errechnet. Bei der Präparation handelt es sich um amorphes, pyro-
genes Silica, das mittels Flammensynthese hergestellt wurde (siehe Abschnitt 2.10.3.1). Die 
Partikel stammen von der Firma Evonik Industries (Deutschland)22 und werden dort unter 
dem Handelsnamen Aerosil® 200 F vertrieben. Diese Partikel finden Anwendung in der 
Lebensmittel- und Futterindustrie und werden u. a. als Rieselhilfe und Dispergierhilfsmittel 
in Getränke- und Gewürzpulvern sowie in Tabletten eingesetzt [Aerosil 200 2011]. 
Abbildung 4.1 A zeigt eine repräsentative transmissionselektronenmikroskopische 
(TEM)-Aufnahme23 der 12 nm SiO2-Partikel. Anhand dieser ist zu erkennen, dass der 
Durchmesser der Primärpartikel im Bereich von ungefähr 10 - 40 nm liegt. Darüber hinaus 
wird jedoch auch deutlich, dass die Partikel der Präparation nicht als Einzelpartikel vor-
liegen: Ein Großteil der Partikel scheint in Form stark versinterter Aggregate vorzuliegen, 
wobei teilweise aber auch durch schwächere Wechselwirkung bedingte, locker aneinander 
gelagerte Agglomerate zu erkennen sind. Der Durchmesser dieser Sekundärpartikel beträgt 
dabei mehrere 100 nm. 
40 nm SiO2-Partikel  
Die mittlere Präparation der untersuchten amorphen SiO2-Partikel weist einen nominellen 
Partikeldurchmesser von ungefähr 40 nm auf, der ebenfalls anhand der durch das 
BET-Verfahren ermittelten Oberfläche errechnet wurde. Die auf diese Weise bestimmte 
Oberfläche der ebenfalls mittels Flammensynthese hergestellten Partikel (siehe Abschnitt 
2.10.3.1) beträgt dabei ungefähr 60 m²/g. Die SiO2-Partikel wurden von der Firma Evonik 
Industries (Deutschland)22 bezogen und werden dort unter dem Handelsnamen Aerosil® 
Ox 50 vertrieben. Die Anwendungsgebiete reichen von der Verwendung in PET-Folien, dem 
Einsatz als Rohmaterial für hochreine Silikatgläser bis hin zu Dentalprodukten [Aerosil Ox50 
2011]. 
In Abbildung 4.1 B ist eine repräsentative TEM-Aufnahme23 der 40 nm SiO2-Partikel dar-
gestellt. Anhand der Aufnahme ist zu erkennen, dass die Primärpartikel einen Durchmesser 
im Bereich von 50 bis 100 nm aufweisen. Die Aufnahme verdeutlicht weiterhin, dass auch 
diese Partikel nicht als Einzelpartikel, sondern in Form mitunter stark versinterter Aggregate 
                                                          
 
21 Die BET-Messung ein Verfahren zur Größenbestimmung von Oberflächem und beruht auf der Adsorption von 
Gasen. Die Name der Methode setzt sich aus den Initialen der Entwickler S. Brunauer, P.H. Emmett und E. Teller 
zusammen [Brunauer et al. 1938]. 
22 Die Partikel wurden freundlicherweise von Herrn Dr. Carsten Weiss, Institut für Toxikologie und Genetik, KIT, 
zur Verfügung gestellt. 
23 Die TEM-Aufnahmen wurden im Rahmen eines Kooperationsprojekts durch Mitarbeiter der AG von Dr. C. 
Weiss am Institut für Toxikologie und Genetik, KIT, angefertigt und freundlicherweise zur Verfügung gestellt. 
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sowie locker aneinander gelagerter Agglomerate vorliegen. Der Durchmesser dieser 
Sekundärpartikel beträgt dabei in etwa 500 nm. 
200 nm SiO2-Partikel  
Die Partikel der dritten untersuchten Präparation liegen mit einem Durchmesser von 200 nm 
nicht mehr im Bereich der NP, sondern bereits in dem der Mikropartikel. Laut Hersteller 
liegt die mittels BET-Verfahren gemessene Oberfläche bei 2 – 6 m²/g. Die Partikel weisen laut 
Hersteller eine Reinheit von > 99,9 % auf. Im Gegensatz zu den bisherigen Präparationen 
wurden diese Partikel mit einem speziellen Sol-Gel-Verfahren hergestellt, das auf dem 
Stöber-Prozess (siehe Abschnitt 2.10.3.2) [Stöber et al. 1968] basiert. Die Partikel wurden von 
der Firma Fibre Optic Center Inc., (USA) bezogen und werden unter dem Handelsnamen 
AngströmSphere vertrieben. Anwendungsbereiche sind u. a. die Keramik- und Glasindustrie 
aber auch Chromatographie sowie die Biomedizin. 
In Abbildung 4.1 C und D sind TEM-Aufnahmen23 der Partikelpräparation dargestellt. Im 
Zuge der Herstellung der Inkubationssuspension nach SOP (siehe Abschnitt 6.3.1) konnte 
die Bildung zweier Fraktionen, einer sedimentierenden und einer suspendierten, beobachtet 
werden. Während die suspendierte Fraktion vornehmlich monodisperse Partikel in einer 
Größenordnung von 200 nm enthält (siehe Abbildung 4.1 C), werden im Sediment große 
versinterte Aggregate von bis zu 5 µm gefunden (siehe Abbildung 4.1 D). 
 
Abbildung 4.1: Transmissionselektronenmikroskopische (TEM)-Aufnahmen der verschiedenen untersuchten 
SiO2-Partikelpräparationen: A) 12 nm SiO2-Partikel (Aerosil® 200 F), B) 40 nm SiO2-Partikel (Aerosil® Ox 50), C) 200 nm 
SiO2-Partikel (AngströmSphere) suspendierte Fraktion D) 200 nm SiO2-Partikel (AngströmSphere) sedimentierte Fraktion. Alle 
Aufnahmen wurden von der AG von Dr. C. Weiss am Institut für Toxikologie und Genetik des Karlsruher Instituts für Techno-
logie angefertigt. 
Silica-Suspension 
Im Zuge industrieller Verarbeitungsprozesse werden bevorzugt wässrige Suspensionen der 
NP eingesetzt, da diese technologisch einfacher verarbeitet werden können. 
Flammenpyrolytisch erzeugte NP liegen jedoch aufgrund ihres Herstellungsprozesses oft in 
Form stark versinterter Agglomerate/Aggregate vor (siehe Abschnitt 2.10.3.1), die, um die 
spezifischen Eigenschaften der NP auch nutzen zu können, mittels hoher technischer An-
strengungen aufgebrochen werden müssen [Sauter und Schuchmann 2007, Tsantilis und 
Pratsinis 2004]. In der Literatur sind einige Methoden beschrieben, die bspw. mittels Walz-
stühlen [Schilde et al. 2007], Kugelmühlen [Kwade und Schwedes 2002], Ultraschall-
behandlung [Sauter et al. 2008] sowie Hochdruckdispersionsverfahren [Sauter und 
Schuchmann 2007] eine Zerkleinerung der Agglomerate/Aggregate ermöglichen sollen. Im 
Zuge dieser Verfahren und den damit verbundenen hohen Energieeinträgen ergeben sich 
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sowohl Veränderungen der Partikelform als auch der PSD, die dann das technologische Ver-
halten beeinflussen können. Da das toxikologische Profil der NP stark von physikalischen 
Parametern abhängt, ist eine Veränderung des biologischen Wirkprofils nach einer solchen 
Behandlung durchaus denkbar. Aus diesem Grund wurde den Untersuchungen zur bio-
logischen Wirkung von SiO2-NP eine speziell dispergierte wässrige Silica-NP-Suspension 
hinzugefügt. 
Die eingesetzte Suspension wurde durch Mitarbeiter der AG von Prof. H. P. Schuchmann 
am Institut für Lebensmittelverfahrenstechnik des KIT mittels Hochenergie-
Ultraschallbehandlung aus denselben 12 nm SiO2-Partikeln (Aerosil® 200 F) hergestellt, die 
auch in nicht vorsuspendierter Form für die Untersuchung biologischer Effekte vorlagen. 
Die mittels dieser Methode hergestellte Suspension wies eine Konzentration von 5 % (w/v) 
SiO2 auf.  
Im Gegensatz zu den als trockenes Pulver vorliegenden SiO2-Partikeln (12 nm, 40 nm, 
200 nm), war der Fokus der ersten Untersuchungen mit der Silica-Suspension auf eine 
andere Fragestellung ausgerichtet. Aus diesem Grund wurde die Silica-Suspension im Ver-
gleich zu den SiO2-Partikeln (12 nm, 40 nm, 200 nm) mit leicht verschobenen Flächen-
konzentrationen [µg/cm²] appliziert. Während bei den SiO2-Partikeln die Konzentration 
500 µg/ml einer Flächenkonzentration von 156,3 mg/cm² gleichkommt, entspricht diese im 
Fall der Silica-Suspension einer Flächenkonzentration von 116,8 µg/cm². Um Missverständ-
nissen vorzubeugen, wird im Folgenden der Begriff „Silica-Suspension“ ausschließlich für 
die spezielle unter hohem Energieeintrag hergestellte NP-Suspension verwendet. Für die 
weitere Erläuterung der Partikelkonzentrationen wird an dieser Stelle auf Abschnitt 6.3.1.3 
verwiesen. Darüber hinaus wurde zur Suspendierung der Silica-Suspension ein eigenes SOP 
entwickelt, das in Abschnitt 6.3.1.2 dargelegt ist. 
Zusammengefasst zeigten die elektronenmikroskopischen Aufnahmen, dass die ver-
schiedenen Partikelpräparationen zwar aus unterschiedlich großen Primärpartikeln zu-
sammengesetzt sind, bereits aber im trockenen Zustand in aggregierter und agglomerierter 
Form vorlagen, was vermutlich auf den jeweiligen Herstellungsprozess zurückzuführen ist. 
4.1.1.1 Charakterisierung der Partikelgrößenverteilung 
Die PSD stellt ein entscheidendes charakteristisches Merkmal partikulierter Systeme dar und 
beeinflusst maßgeblich sowohl das Verhalten als auch die Wirkung in biologischen 
Systemen. Die Charakterisierung der PSD erfolgte mittels dynamischer Lichtstreuung (DLS). 
Diese auch unter der Bezeichnung Photonenkorrelationsspektroskopie (photon correlation 
spectroscopy; PCS) bekannte Methode nutzt das infolge einer Laserbestrahlung gebildete 
Streulicht einer Partikelsuspension. Dieses Streulicht unterliegt aufgrund der Brownschen 
Molekularbewegung kleinen Fluktuationen, die in Abhängigkeit zur Partikelgröße stehen 
und mithilfe einer sog. Autokorrelationsfunktion in PSD umgerechnet werden können (siehe 
Abschnitt 6.4.1) [Hogekamp 2005]. Die Messungen erfolgten in Zusammenarbeit mit 
Dipl.-Wi. Ing. Lena Hecht aus der AG von Prof. H. P. Schuchmann vom Institut für Lebens-
mittelverfahrenstechnik, KIT. 
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Die PSD der SiO2-Partikel wurde als mittlerer Sauterdurchmesser (x3,2) (Sauter mean 
diameter; SMD) bestimmt, der das charakteristische Verhältnis von Volumen zur Oberfläche 
angibt. Anders ausgedrückt bedeutet dies, dass ein Partikel den SMD aufweist, wenn alle 
Partikel einer Schüttung aus gleichgroßen einheitlichen Kugeln bestehen, die dieselbe Ober-
fläche wie die Partikel zuvor aufweisen [Stiess 2009]. 
Einfluss der Partikelkonzentration auf die Partikelgrößenverteilung 
Da die Partikelkonzentration durch Beeinflussung von Agglomerationsprozessen zu einer 
Veränderung der PSD führen kann, wurde diese für die verschiedenen Partikel (12 nm, 
40 nm, 200 nm) in einem Konzentrationsbereich von 0,025 - 5 mg/ml untersucht. Dazu 
wurden die Partikel ausgehend von einer 10 mg/ml (1 % w/v) Stammlösung in dest. H2O auf 
die entsprechenden Konzentrationen verdünnt. 
 
Abbildung 4.2: Darstellung des Einflusses verschiedener Partikelkonzentrationen auf die Partikelgrößenverteilung (PSD) in 
dest. H2O am Beispiel von A) 12 nm SiO2-NP und B) 40 nm SiO2-NP, bestimmt mittels dynamischer Lichtstreuung (DLS) (er-
stellt am Institut für Lebensmittelverfahrenstechnik, KIT). Die Abbildung 4.2 A und B zeigen exemplarisch die Summenver-
teilungen der 12 nm und 40 nm SiO2-NP in dest. H2O über einen Konzentrationsbereich von 0,05 - 5 mg/ml bzw. 
0,025 - 5 mg/ml. Anhand der Graphen lässt sich erkennen, dass weder im Fall 12 nm noch der 40 nm SiO2-NP die Konzentration 
der Suspension einen maßgeblichen Einfluss auf die PSD hat. 
Die Messungen zeigen darüber hinaus, dass eine Partikelkonzentration von 1 mg/ml inner-
halb des optimalen Messbereichs des Geräts liegt, weshalb alle nachfolgend beschriebenen 
Bestimmungen bei dieser Konzentration durchgeführt wurden.  
Einfluss verschiedener flüssiger Medien auf die Partikelgrößenverteilung 
Der Einfluss verschiedener flüssiger Medien auf die PSD und das Agglomerationsverhalten 
der verschiedenen Partikelpräparationen (12 nm, 40 nm, 200 nm) wurde sowohl in dest. H2O 
als auch in Zellkulturmedium unter Zusatz verschiedener Mengen fötalen Kälberserums 
(FKS) untersucht. Die Messungen wurden alle bei einer Konzentration von 1 mg/ml durch-
geführt und die Partikelsuspensionen entsprechend der SOP angefertigt (siehe Abschnitt 
6.3.1.1). Darüber hinaus wurde auch ein zeitlicher Einfluss auf das Agglomerationsverhalten 
durch Bestimmung der PSD nach 0 h, 2 h und 24 h überprüft. Die Ergebnisse sämtlicher 
Messungen sind in Tabelle 4.1 zusammengefasst. 
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Anhand von Tabelle 4.1 ist zu erkennen, dass der SMD der „12 nm“ und „40 nm“ SiO2-NP 
in dest. H2O bei (165 ± 3) nm bzw. (271 ± 10) nm liegt. Die Daten lassen erkennen, dass beide 
Partikelpräparationen nicht in Form von Einzelpartikeln vorliegen, sondern einer 
Agglomeration unterliegen, wodurch indirekt die mittels TEM-Aufnahmen nachgewiesenen 
Agglomerate/Aggregate bestätigt werden. Ein zeitlicher Einfluss auf die PSD wurde 
exemplarisch anhand der 12 nm Partikel untersucht und ergab, dass der SMD über 24 h 
hinweg stabil in einer Größenordnung von 160 nm bestehen bleibt (siehe Tabelle 4.1). 
Vergleichbare Ergebnisse werden auch bei Messungen in serumfreiem Zellkulturmedium 
(Dulbecco’s Modified Eagle‘s Medium; DMEM) erzielt. Sowohl für die 12 nm als auch für 40 nm 
SiO2-NP können keine Unterschiede in der PSD im Vergleich zu den in dest. H2O gemessen 
Werten festgestellt werden (siehe Tabelle 4.1). So weisen die „12 nm“ Partikel einen SMD im 
Bereich um 160 nm auf, wohingegen der SMD der „40 nm“ Partikel im Bereich von 300 nm 
und damit etwas oberhalb des Wertes liegt, der in dest. H2O gemessen wurde. Da jedoch 
diese Werte großen Schwankungen unterliegen, lässt sich hieraus keine weitere Aussage ab-
leiten. Untersuchungen zur zeitlichen Stabilität der Suspensionen zeigten, dass der SMD der 
12 nm Präparation über 24 h hinweg keinen Änderungen unterliegt. Des Weiteren zeigt 
Tabelle 4.1, dass die SMD der 40 nm SiO2-NP ebenfalls in der Größenordnung von 300 nm 
liegen, teilweise jedoch starken Schwankungen unterworfen sind (siehe Tabelle 4.1). 
Infolge des Zusatzes von FKS zum Zellkulturmedium kann jedoch eine Veränderung des 
Agglomerationsverhaltens der 12 nm und 40 nm großen Partikel beobachtet werden, die im 
Falle der 12 nm SiO2-NP wesentlich stärker ausgeprägt ist. Aufgrund starker 
Agglomerationsprozesse können im Falle der 12 nm Partikel keine verwertbaren Messungen 
durchgeführt werden. In diesem Zusammenhang kann weder durch die eingesetzte Serum-
konzentration (1 % bzw. 10 % FKS) noch durch den Zeitpunkt der Messung eine signifikante 
Veränderung des Effektes verzeichnet werden (siehe Tabelle 4.1). Aufgrund dieser Ergeb-
nisse wird der SMD mit > 500 nm angegeben. 
Der SMD der 40 nm Partikel liegt in 1 % FKS-haltigem Medium in einer Größenordnung 
von 320 nm, wobei nach 2 h eine Zunahme des SMD auf 465 nm beobachtet werden kann. 
Dementgegen liegt der SMD in 10 % FKS-haltigem Medium mit ungefähr 300 nm darunter, 
wobei dieser Wert auch über einen Zeitraum von 24 h nahezu stabil bleibt (siehe Tabelle 4.1). 
Im Gegensatz zu den 12 nm und 40 nm Partikeln zeigen die 200 nm SiO2-Partikel keinerlei 
Beeinflussung der PSD durch die verschiedenen Medien oder FKS-Zusätze. Die ermittelten 
SMD liegen in allen Fällen in einer Größenordnung um 200 nm und stimmen somit auch mit 
den Angaben des Herstellers gut überein. Dabei ist jedoch zu berücksichtigen, dass die 
großen Agglomerate/Aggregate der nicht-suspendierten Fraktion im Bereich von 5 µm auf-
grund schneller Sedimentation nicht erfasst sind (siehe Tabelle 4.1). 
Unabhängig von den Partikeln wurde auch die mittels hohem Energieeintrag hergestellte 
Silica-Suspension untersucht und ein SMD von 98 nm festgestellt. Das Ergebnis deutet 
darauf hin, dass die Agglomerate der 12 nm SiO2-NP durch einen intensiven Energieeinsatz 
nochmals leicht aufgebrochen werden können (siehe Tabelle 4.1). 
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4.1.1.2 Charakterisierung des Zeta-Potenzials in verschiedenen flüssigen Medien 
Zusätzlich zur Erfassung der hydrodynamischen Durchmesser wurden auch Unter-
suchungen zur Stabilität der Partikel (12 nm, 40 nm 200 nm) in Suspensionen durchgeführt. 
Die Stabilität von Partikelsuspensionen hängt maßgeblich von der elektrostatischen Ab-
stoßung der Partikel untereinander ab und wird stark durch im Dispersionsmedium ent-
haltene geladene Teilchen beeinflusst. In diesem Zusammenhang stellt das Zeta-(ζ)-Potenzial 
einen wichtigen Parameter zur quantitativen Beurteilung der Stabilität von Suspensionen 
dar. Das ζ-Potenzial ist ein elektrisches Potenzial und bildet sich an der Abscherschicht eines 
bewegten Partikels in Suspension (siehe Abschnitt 6.4.3). Die Geschwindigkeit, mit der ein 
solcher Partikel durch ein elektrisches Feld bewegt wird (elektrophoretische Mobilität), 
hängt neben anderen Faktoren vom ζ-Potenzial ab und kann dadurch in Kombination mit 
DLS-Messungen ermittelt werden. Je stärker das ζ-Potenzial vom Nullpunkt (0 mV) ab-
weicht, desto größer ist die Abstoßung der Partikel untereinander und damit auch die 
Stabilität der Suspension gegenüber einer vorzeitigen Reagglomeration [Holze 2011, Hunter 
1981]. Tabelle 4.1 beinhaltet eine Zusammenfassung aller zum ζ-Potenzial erhobenen Daten. 
Anhand der Ergebnisse in Tabelle 4.1 ist zu erkennen, dass die Partikelpräparationen, die 
lediglich in H2O suspendiert wurden, unterschiedliche ζ-Potenziale aufweisen. Während die 
ζ-Potenziale der 40 nm und 200 nm SiO2-Partikel mit -40 mV und -38 mV etwa in einer 
Größenordnung liegen, weisen die 12 nm NP mit -22 mV einen deutlich geringeren Wert auf. 
Der pH-Wert dieser Suspensionen liegt bei allen drei Partikelpräparationen im Bereich von 
pH 5. Zur Bestimmung des ζ-Potenzials im Bereich physiologisch relevanter pH-Werte 
wurde die Messung bei einem pH-Wert von 7 wiederholt, der zuvor mithilfe verdünnter 
NaOH eingestellt wurde. Die Ergebnisse deuten auf einen generellen Anstieg des 
ζ-Potenzials um 10 – 20 mV auf Werte zwischen -40 – -62 mV hin (siehe Tabelle 4.1). 
Infolge einer Dispergierung in serumfreiem DMEM hingegen kann für alle Partikel-
präparationen eine Verringerung der ζ-Potenzial auf Werte in der Größenordnung von 
-30 mV verzeichnet werden. Die Zugabe von FKS zum Zellkulturmedium führt zu einer 
weiteren Veränderung des ζ-Potenzials. Die in diesem Zusammenhang ermittelten Werte 
zeigen unabhängig von der Serumkonzentration (1 % und 10 % FKS) und der Partikel-
präparation eine Angleichung der ζ-Potenziale auf einen Wert in der Größenordnung von 
-12 mV (siehe Tabelle 4.1). 
Die Ergebnisse der ζ-Potenzialuntersuchungen lassen erkennen, dass die 
Partikelsuspenisonsn aufgrund elektrostatischer Abstoßungskäfte sowohl in H2O als auch in 
serumfreiem Medium gegenüber einer schnellen Reagglomeration stabilisiert sind. In 
Gegenwart von FKS kommt es zu einer Angleichung des Potenzials an den Nullpunkt, 
wodurch die gegenseitige Abstoßung der Partikel geschwächt wird und die Partikel der 
Suspension eher Agglomerationsprozessen unterworfen sind. 
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4.1.1.3 Zusammenfassung der Partikelcharakterisierung  
Tabelle 4.1 zeigt eine Zusammenfassung aller verfügbaren und ermittelten Partikel-
charakteristika der untersuchten SiO2-Präparationen. 
Tabelle 4.1: Tabellarische Zusammenfassung der Partikelcharakteristika der untersuchten SiO2-Präparationen. 
Bezeichnung   12 nm 40 nm 200 nm Silica-Suspension 
Hersteller   Evonik Evonik 
Fibre Optic Center 
Inc. 
(Evonik) 
Handelsname   Aerosil® 200 F Aerosil® Ox 50 AngströmSphere Aerosil® 200 F 
Festzustand   amorph amorph amorph amorph 
Form   sphärisch sphärisch sphärisch sphärisch 
BET [m²/g]   200 ± 25 50 ± 15 4 ± 2 (200 ± 25) 
Zeta-
Potenzial 
[mV] 
H2O ~ pH 5 -22 -40 -38 -22 
H2O pH 7 # -40 -62 -47 -40 
DMEM 
0 % FKS 
pH 7.4 -33 -30 n. b. n. b. 
DMEM 
1 % FKS 
pH 7.4 -13 -13 -13 n. b. 
DMEM 
10 % FKS 
pH 7.4 -13 -12 -11 n. b. 
SMD** [nm] 
x3,2 
c = 1 mg/ml 
H2O 
0 h 165 ± 3 271 ± 10 207 ± 2 98 ± 6 
24 h 160 ± 10 n. b. n. b. n. b. 
DMEM 
0 h 165 ±10 367 ± 78 219 ± 9 n. b. 
2 h 160 ± 10 307 ± 9 296 ± 14 n. b. 
24 h 161 ± 8 177 ± 101 205 ± 4 n. b. 
DMEM 
1 % FKS 
0 h > 500 320 ± 18 268± 11 n. b. 
2 h > 500 465 ± 4 282 ± 6 n. b. 
DMEM 
10 % FKS 
0 h > 500 291 ± 13 195 ± 5 n. b. 
2 h > 500 301 ± 34 221 ± 5 n. b. 
24 h n. b. 312 ± 22 232 ± 2 n. b. 
BET = Oberfläche nach Brunauer, Emmett und Teller (Angabe des Herstellers); n. b. = nicht bestimmt;  
SMD = Sauterdurchmesser x3,2; # = pH angepasst durch NaOH 
Anhand von TEM-Aufnahmen konnte gezeigt werden, dass die im Zuge dieser Arbeit 
untersuchten SiO2-Partikel (12 nm, 40 nm, 200 nm) in unterschiedlicher Form vorlagen. 
Während die 200 nm Partikel in der suspendierten Fraktion primär als Einzelpartikel auf-
traten, wiesen die Präparationen der Firma Evonik (12 nm, 40 nm) hauptsächlich größere 
Agglomerate bzw. Aggregate auf (siehe Abbildung 4.1 A-C). Anhand der Bilder ist jedoch 
auch zu erkennen, dass diese Präparationen teils aus sehr stark versinterten Konglomeraten 
bestehen, sodass die Vermutung nahe liegt, dass diese Strukturen vielmehr Ergebnis des 
Herstellungsprozesses (Flammenpyrolyse) als das Resultat einer Agglomeration des Auf-
arbeitungsprozesses bei der TEM-Analyse sind. Diese Einschätzung wird durch die Ergeb-
nisse der DLS-Messungen gestützt, die bereits in H2O, trotz moderater elektrostatischer Ab-
stoßung, deutlich größere hydrodynamische Durchmesser der Partikel erkennen ließen. Des 
Weiteren zeigen die Messungen, dass die Zugabe von FKS starke Auswirkungen auf die PSD 
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hatte und vor allem im Falle der 12 nm zu einer deutlichen Agglomeration der NP führte 
(siehe Tabelle 4.1). 
Die oben angeführten Ergebnisse werden durch die Untersuchungen zum ζ-Potenzial ge-
stützt. Diese zeigten, dass die Partikelsuspensionen aufgrund elektrostatischer Abstoßungs-
kräfte in H2O ausreichend stabilisiert werden. Im serumfreien Zellkulturmedium nahm diese 
elektrostatische Abstoßung wahrscheinlich aufgrund der Zunahme der Salzkonzentration 
ab, war jedoch immer noch ausreichend, um eine zeitweilige Stabilität der Partikel-
suspensionen zu gewährleisten, da über einen Zeitraum von 24 h keine Agglomeration ver-
zeichnet werden konnte. Im Gegensatz dazu führte der Zusatz von FKS zu einer starken 
Verschiebung des ζ-Potenzials hin zu Werten um -11 mV, was nicht mehr ausreichte, um die 
Suspension zu stabilisieren. Diese Ergebnisse liefern eine Erklärung für die in FKS-haltigem 
Medium beobachtete starke Agglomerationsneigung der 12 nm und 40 nm SiO2-NP 
(siehe Tabelle 4.1). Dementgegen konnte für die 200 nm SiO2-Partikel trotz Absenkung des 
ζ-Potenzials auf vergleichbare Werte keine Agglomeration beobachtet werden. Dieser 
Gegensatz ist möglicherweise auf eine generell geringere Anziehungskraft größerer Partikel 
untereinander zurückzuführen. Ebenfalls denkbar ist, dass die Oberfläche der 200 nm 
SiO2-Partikel aufgrund des anderen Herstellungsprozesses andere Charakteristika aufweist, 
die wiederum das Agglomerationsverhalten in FKS-haltigen Medien beeinflussen können. 
Da FKS einen hohen Proteinanteil aufweist, liegt die Vermutung nahe, dass diese Proteine, 
die Agglomeration der Partikel verursachen oder zumindest stark beeinflussen. 
In der Literatur wird der Einfluss von Proteinen auf die Partikelagglomeration unterschied-
lich diskutiert. In einigen Studien konnte nach Zusatz einer proteinhaltigen Lösung ein de-
agglomerierender Einfluss dieser auf die Partikelsuspensionen beobachtet werden. Dieser 
Effekt wird vermutlich durch eine Anlagerung der Proteine an die Partikeloberfläche ver-
ursacht, die in weiterer Folge aufgrund sterischer Hinderungen eine Wechselwirkung der 
Partikel untereinander verhindert bzw. abschwächt. Darüber hinaus wird durch Belegung 
der Oberfläche die hohe Oberflächenenergie abgeschwächt, wodurch die Agglomerations-
tendenz der Partikel vermindert wird. Deagglomerierende sowie stabilisierende Effekte 
durch Proteine konnten sowohl für TiO2-, ZnO-, CeO2- [Xia et al. 2008] als auch Pt-NP [Elder 
et al. 2007, Pelka et al. 2009] beobachtet werden. Demgegenüber wurde in anderen Studien 
eine Verstärkung der Agglomeration nach Proteinzusatz beobachtet. So wurde von Zhang et 
al. [2009] in Zusammenhang mit Au-NP die Bildung von proteinbasierten Aggregaten bei 
physiologischen pH-Werten beschrieben. Darüber hinaus wurde von Wang et al. [2009] im 
Zuge der Studie bei der Partikelinkubation lediglich Zellkulturmedium eingesetzt, das einen 
Gehalt von 0,1 % FKS enthielt, um einer Agglomeration der Partikel vorzubeugen. Des 
Weiteren konnte auch in den Studien von Akhtar et al. [2010a] und Lin et al. [2006b] eine 
Agglomeration der SiO2-NP im Zellkulturmedium beobachtet werden. Dabei sind die NP 
der zweiten Studie, sowohl in Hinblick auf Größe als auch auf Hersteller (15 nm und 45 nm 
SiO2-NP von Degussa, USA), nahezu identisch mit den 12 nm und 40 nm NP der vor-
liegenden Arbeit. Der hydrodynamische Durchmesser der NP lag mit (590 ± 104) nm bzw. 
(617 ± 107) nm ebenfalls in einer vergleichbaren Größenordnung [Lin et al. 2006b]. Inwieweit 
FKS-Proteine den Agglomerationsprozess beeinflussen, ist schwer zu beurteilen, da die 
Studien keine expliziten Angaben zum Serumgehalt im Inkubationsmedium enthalten. 
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Jedoch ist anzunehmen, dass in der Studie von Akhtar et al. [2010a] im Zuge einer 
Inkubationsdauer von 48 h zumindest geringe Serummengen verwendet wurden. 
Zusammengefasst deuten die Ergebnisse der Untersuchungen darauf hin, dass die 
Agglomerationseigenschaften von Partikeln durch Proteine stark verändert werden. 
Inwieweit diese zu einer verstärkten oder verminderten Agglomeration führen, scheint 
neben der Proteinkonzentration auch von den physiko-chemischen Eigenschaften der 
Partikel selbst abzuhängen. Ungeachtet dessen ist davon auszugehen, dass die kleineren NP 
trotz Agglomerations-/Aggregationsprozesse eine größere Oberfläche aufweisen, aufgrund 
der das toxikologische Wirkprofil von dem größerer Partikel abweichen kann. 
Da das Auftreten biologischer Effekte oft eine zelluläre Aufnahme der Partikel voraussetzt, 
wird diese sowie die subzelluläre Lokalisierung im nächsten Abschnitt (siehe Abschnitt 
4.1.2) dargestellt. 
4.1.2 Zelluläre Aufnahme von Silica-Nanopartikeln 
Die zelluläre Aufnahme sowie die subzelluläre Lokalisation der in dieser Arbeit unter-
suchten SiO2-Partikel in HT29-Zellen wurde mittels Rastertransmissionselektronenmikro-
skopie (scanning transmission electron microscopy; STEM) untersucht. Dazu wurden 
HT29-Zellen nach der in Abschnitt 6.6 beschriebenen Prozedur auf Polycarbonat-
Transwellmembranen kultiviert und anschließend mit den verschiedenen Partikel-
präparationen (12 nm, 40 nm und 200 nm) in einer Konzentration von 31,3 µg/cm² für 24 h 
inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die exponierten Zellen mit dem in Ab-
schnitt 6.6 beschriebenen Protokoll in ein Polymerharz (Epon 812) eingebettet, wobei zuvor 
eine Fixierung mittels Glutaraldehyd sowie eine Kontrastierung mit OsO4 erfolgte. Nach 
Aushärtung des Epoxidharzes wurden 50 nm dicke Schnitte mithilfe eines Ultramikrotoms 
angefertigt und im Elektronenmikroskop untersucht. Alle elektronenmikroskopischen Auf-
nahmen in diesem Abschnitt sowie die dazugehörigen Ultramikrotomschnitte wurden durch 
Mitarbeiter der AG von Prof. D. Gerthsen am Laboratorium für Elektronenmikroskopie der 
Fakultät für Physik, KIT, erstellt. 
Im Zusammenhang mit STEM-Aufnahmen kann grundsätzlich zwischen zwei Detektor-
anordnungen unterschieden werden, die aufgrund des Streuwinkels der transmittierten e- in 
Hellfeld- (bright field; BF) und Dunkelfeld-(dark field; DF)-Elektronen eingeteilt werden. 
Während die Detektoren der BF-Elektronen direkt in der optischen Achse des Mikroskops 
liegen, sind die sog. HAADF-(high angle annular dark field)-Detektoren in einem weiten 
Winkel konzentrisch um diese herum angeordnet. Da die Streuwinkel proportional zur 
Kernladungszahl Z sind, lassen sich mithilfe dieser Methode schwere Elemente, die in diesen 
Aufnahmen hell erscheinen, gut von einer zellulären Matrix unterscheiden, die primär aus 
leichteren Elementen, wie C und N besteht und damit grau abgebildet wird [Flegler et al. 
1995]. Im Zuge der Untersuchungen zur zellulären Aufnahme von SiO2-NP in HT29-Zellen 
wurden sowohl BF- als auch HAADF-STEM-Aufnahmen angefertigt.  
Aufgrund der zuvor beobachteten Veränderung des Agglomerationsverhaltens der Partikel 
nach Zusatz von FKS zum Zellkulturmedium wurden die Zellen sowohl in Gegenwart hoher 
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(10 %) als auch niedriger (1 %) FKS-Konzentrationen mit SiO2-NP inkubiert, um einen 
potenziellen Einfluss des Serums auf die zelluläre Aufnahme zu erfassen. 
Die folgenden Abbildungen (Abbildung 4.3 bis Abbildung 4.6) zeigen unterschiedliche 
mittels STEM-BF angefertigte Aufnahmen verschiedener HT29-Zellen, die mit 31,3 µg/cm² 
12 nm großer SiO2-NP in 1 % FKS-haltigem DMEM für 24 h inkubiert wurden. Die 
SiO2-Partikel erscheinen in der Aufnahme aufgrund der Messanordnung als tiefgrau bis 
schwarz gefärbte Strukturen. Im Falle von HAADF-STEM-Aufnahmen wird gesondert drauf 
hingewiesen. 
Anhand von Abbildung 4.3 lässt sich erkennen, dass größere Mengen 12 nm SiO2-NP von 
der Zelle aufgenommen werden. Innerhalb der Zelle liegen die Partikel in konzentrierter 
Form in größeren Clustern vor, die hauptsächlich aus Agglomeraten und Aggregaten be-
stehen. Die NP liegen dabei sowohl frei im Zytosol (zytosolische NP, ZNP) als auch in 
membranumschlossenen Vesikeln (vesikuläre NP; VNP) vor. Darüber hinaus sind in der 
Aufnahme weitere subzelluläre Strukturen zu erkennen, darunter der Nukleus (Nuc) sowie 
die Mitochondrien (Mt). Da diese Strukturen oft im Fokus nanotoxikologischer Studien 
stehen und ein Einfluss von NP auf diese bereits in mehreren Studien nachgewiesen werden 
konnte [Li et al. 2003, Unfried et al. 2007, Xia et al. 2006] (siehe Abschnitt 2.6.4), wurde im 
Zuge der subzellulären Lokalisierung besonderes Augenmerk auf eine Interaktion dieser 
zellulären Kompartimente mit NP gelegt. Anhand von Abbildung 4.3 ist jedoch keine Beein-
flussung erkennbar. 
In Abbildung 4.4 ist eine Ausschnittsvergrößerung einer HT29-Zelle dargestellt. Die Zell-
membran weist dabei entlang ihres Verlaufs multiple Einbuchtungen in der Größenordnung 
zwischen 100 - 200 nm auf, in denen kleine Ansammlungen von Partikeln zu erkennen sind, 
und die auf eine Aufnahme mittels pinozytotischer Vesikel (PZ) hindeutet (siehe Abschnitt 
4.2.2). Darüber hinaus sind in der Abbildung verschiedene subzelluläre Strukturen zu er-
kennen, darunter der Nukleus (Nuc), Mitochondrien (Mt) sowie weitere membran-
umschlossene Strukturen, die wahrscheinlich Lysosomen (Lys) darstellen. In Überein-
stimmung mit der vorherigen Abbildung 4.3 sind auch in Abbildung 4.4 sowohl zytosolische 
(ZNP) als auch vesikuläre NP (VNP) zu erkennen. Die innerhalb der Mitochondrien auf-
tretenden dunkelgrau erscheinenden Strukturen stellen mitochondriale Ca-Speicher da, die 
aufgrund der höheren Elementordnungszahl (Z) von Ca ebenfalls dunkler als die um-
liegende Zellmatrix erscheinen. Diese Strukturen können jedoch sowohl aufgrund der 
Morphologie als auch durch die abgebildete Graustufe deutlich von den SiO2-NP abgegrenzt 
werden.  
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Abbildung 4.3: STEM-BF Übersichtsbild einer HT29-Zelle sowie Teile zweier benachbarter Zellen (NZ), inkubiert mit 
31,3 µg/cm² (100 µg/ml) 12 nm großen SiO2-NP in 1 % FKS-haltigen DMEM für 24 h. Die Abbildung zeigt eine Anzahl größerer 
SiO2-Cluster, bestehend aus Agglomeraten und Aggregaten, die sowohl vesikulär (VNP) als auch zytosolisch (ZNP) vorliegen. 
Weitere subzelluläre Strukturen, darunter der Nucleus (Nuc) sowie Mitochondrien (Mt) weisen keine Partikeltranslokation auf 
(Aufnahme erstellt im Laboratorium für Elektronenmikroskopie, KIT). 
 
Abbildung 4.4: STEM-BF Aufnahme: Ausschnittsvergrößerung einer HT29-Zelle inkubiert mit 31,3 µg/cm² (100 µg/ml) 12 nm 
großen SiO2-NP in 1 % FKS-haltigem DMEM für 24 h. Die Abbildung zeigt die zelluläre Aufnahme von SiO2-Partikeln entlang 
der Zellmembran mittels pinozytotischer Vesikel (PZ). Innerhalb der Zelle werden sowohl vesikuläre NP (VNP) in Lysosomen 
(Lys) als auch zytosolische NP (ZNP) gefunden. Weitere subzelluläre Strukturen, darunter der Nucleus (Nuc) sowie Mito-
chondrien (Mt) weisen keine Partikeltranslokation auf. Die dunkelgrauen Strukturen innerhalb der Mt stellen mitochondriale 
Ca-Speicher dar (Aufnahme erstellt im Laboratorium für Elektronenmikroskopie, KIT). 
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Zusätzlich zu der Ausschnittsvergrößerung in Abbildung 4.4 zeigt Abbildung 4.5 einen 
nochmals vergrößerten Abschnitt der Zellmembran einer HT29-Zelle. Da das Bild im 
HAADF-Modus aufgenommen wurde, erscheinen die SiO2-NP als helle Strukturen vor 
dunklem Hintergrund. Die Aufnahme zeigt multiple, ineinander verschlungene 
Membraneinstülpungen, die scheinbar zur Aufnahme großer agglomerierter Strukturen 
führen. Form und Aussehen der Membraneinstülpungen erinnern an eine Aufnahme mittels 
Makropinozytose (vergleiche Abschnitt 2.5.3.1). 
Das Auftreten sowohl frei im Zytosol als auch in Lysosomen vorliegender SiO2-NP kann 
durch die Detailaufnahmen von partikulären Strukturen innerhalb der Zelle in Abbildung 
4.6 A - C bestätigt werden. Darüber hinaus geben die Bilder Aufschluss über Struktur und 
Morphologie der intrazellulär vorliegenden Partikel. Anhand der Aufnahmen ist zu er-
kennen, dass sowohl im Zytosol (siehe Abbildung 4.6 A) als auch in den Lysosomen (siehe 
Abbildung 4.6 B - C) neben größeren Mengen agglomerierter und aggregierter SiO2-NP (Ag) 
auch Einzelpartikel (EP) vorhanden sind. Abbildung 4.6 D hingegen zeigt eine Detailauf-
nahme der Partikel in der die Zelle umgebenden Eponmatrix. Dabei ist zu erkennen, dass die 
Partikel bereits außerhalb der Zelle größtenteils in aggregierter/agglomerierter Form vor-
liegen. 
Wie bereits zuvor erwähnt, wurden aufgrund des unterschiedlichen Agglomerationsver-
haltens der SiO2-NP in FKS-haltigem Medium auch Aufnahmen von HT29-Zellen nach 
24-stündiger Inkubation in 10 % FKS-haltigem Medium angefertigt. Die eingesetzte 
SiO2-Konzentration betrug wie zuvor 31,3 µg/cm² (100 µg/ml). 
Die in Abbildung 4.7 A-B dargestellten STEM-BF Aufnahmen zeigen HT29-Zellen, die unter 
den zuvor genannten Bedingungen mit SiO2-NP inkubiert wurden. Abbildung 4.7 A zeigt 
ein Übersichtsbild einer HT29-Zelle, in der multiple intrazelluläre Cluster 
agglomerierter/aggregierter Partikeln zu erkennen sind. Analog zu den unter Zusatz von 1 % 
FKS inkubierten Zellen sind diese Partikelansammlungen sowohl frei im Zytosol (ZNP) als 
auch in membranumschlossenen Kompartimenten (VNP) vorzufinden (siehe Abbildung 4.3 
und Abbildung 4.4). Darüber hinaus sind in der Abbildung weitere subzelluläre Strukturen 
zu erkennen, darunter der Nukleus (Nuc). Abbildung 4.7 B zeigt eine Detailaufnahme einer 
membranumschlossenen Struktur, die wahrscheinlich ein sekundäres Lysosom darstellt. 
Ebenfalls in Übereinstimmung mit den unter Zusatz von 1 % FKS inkubierten Zellen (siehe 
Abbildung 4.6 B - C) liegen die Partikel auch bei diesen Inkubationsbedingungen innerhalb 
der Lysosomen (Lys) hauptsächlich in Form agglomerierter/aggregierter Strukturen (Ag) 
vor. 
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Abbildung 4.5: STEM-HAADF Aufnahme: Ausschnittvergrößerung der Membran einer HT29-Zelle inkubiert mit 31,3 µg/cm² 
(100 µg/ml) 12 nm großen SiO2-NP in 1 % FKS-haltigem DMEM für 24 h. Die Abbildung zeigt multiple Einstülpungen der 
Zellmembran, die eine zelluläre Aufnahme agglomerierter/aggregierter SiO2-NP nach sich ziehen (Aufnahme erstellt im 
Laboratorium für Elektronenmikroskopie, KIT). 
 
Abbildung 4.6: STEM-BF Aufnahmen, die eine Detaildarstellung verschiedener subzellulärer Strukturen von HT29-Zellen, 
inkubiert mit 31,3 µg/cm² (100 µg/ml) 12 nm großer SiO2-NP in 1 % FKS-haltigem DMEM für 24 h, zeigen. Anhand der Ab-
bildungen ist zu erkennen, dass die Partikel hauptsächlich in Form von Agglomeraten/Aggregaten (Ag) aber auch als Einzel-
partikel (EP) vorliegen, und sowohl frei im Zytosol (A), in membranumschlossenen Strukturen wie Lysosomen (Lys) (B - C) als 
auch in der die Zelle umgebenden Eponmatrix (D) vorkommen. Nuc = Nukleus, Mt = Mitochondrium (Aufnahmen erstellt im 
Laboratorium für Elektronenmikroskopie, KIT). 
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Abbildung 4.7: STEM-BF Aufnahmen einer HT29-Zelle, inkubiert mit 31,3 µg/cm² (100 µg/ml) 12 nm großer SiO2-NP in 10 % 
FKS-haltigem DMEM für 24 h. Abbildung A zeigt eine HT29-Zelle sowie Teile zweier benachbarter Zellen (NZ). Über die Zelle 
verteilt liegen mehrere aggregierte bzw. agglomerierte Partikelcluster sowohl im Zytosol (ZNP) als auch in membran-
umschlossenen Vesikeln (VNP) vor. Weitere subzelluläre Strukturen, darunter der Nucleus (Nuc) sind zu erkennen. Ab-
bildung B zeigt eine Detailaufnahme eines membranumschlossenen Vesikels (sekundäres Lysosom) mit den darin enthaltenen 
agglomerierten/aggregierten SiO2-NP (Aufnahme erstellt im Laboratorium für Elektronenmikroskopie, KIT). 
Die zelluläre Aufnahme der 40 nm SiO2-NP wurde ebenfalls mithilfe der STEM-Technik 
untersucht. Dabei wurden diese Bilder im Gegensatz zu den vorangegangenen im HAADF-
Modus aufgenommen. Da das Agglomerationsverhalten der 40 nm SiO2-NP durch den Zu-
satz von FKS weniger stark beeinflusst wurde (siehe Tabelle 4.1), sind die Untersuchungen 
zur zellulären Aufnahme dieser Partikel exemplarisch mit 1 % FKS-haltigen DMEM durch-
geführt worden. Die HT29-Zellen wurden analog zu den Untersuchungen der 12 nm NP mit 
31,3 µg/cm² für 24 h inkubiert. 
Die in Abbildung 4.8 A dargestellte Aufnahme zeigt eine HT29-Zelle sowie geringe Teile 
benachbarter Zellen. Anhand der Aufnahme ist zu erkennen, dass auch 40 nm SiO2-NP in 
agglomerierter/aggregierter Form durch vesikuläre Strukturen eingeschlossen werden, die 
von einer Membran umgeben sind. Diese Strukturen stellen vermutlich analog zu den 
vorangegangenen Ergebnissen sekundäre Lysosomen dar. Darüber hinaus sind in dieser 
Abbildung weitere subzelluläre Strukturen zu erkennen, darunter der Nukleus (Nuc), die 
sich aufgrund der im HAADF-Modus durchgeführten Aufnahme nur schlecht von der rest-
lichen Zellmatrix unterscheiden. Abbildung 4.8 B zeigt eine Detailaufnahme der lysosomalen 
Struktur, anhand der die eingelagerten Strukturen als Agglomerate/Aggregate (Ag) zu 
identifizieren sind. Darüber hinaus weist das lysosomale Kompartiment Löcher (L) auf, die 
vermutlich als Folge eines Präparationsartefaktes zu sehen sind. Diese Artefakte entstehen 
bei der Anfertigung ultradünner Schnitte mit dem Ultramikrotom. Da diese Schnitte mit 
einer Dicke von ca. 50 nm im Größenbereich der Partikel selbst liegen, werden diese teil-
weise durch das Messer aus der Eponmatrix herausgerissen und an anderer Stelle deponiert. 
Bei der in Abbildung 4.8 A als Einzelpartikel (EP) bezeichneten Struktur außerhalb der Zelle 
handelt es sich mit großer Wahrscheinlichkeit um einen solchen herausgerissenen und de-
platzierten Partikel.  
Eine zelluläre Aufnahme der 200 nm großen SiO2-Partikel konnte aufgrund dieser 
Problematik mittels dieser elektronenmikroskopischen Technik nicht in wissenschaftlich 
verwertbarer Weise untersucht werden. 
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Abbildung 4.8: STEM-HAADF-Aufnahmen einer HT29-Zelle, inkubiert mit 31,3 µg/cm² (100 µg/ml) 40 nm großer SiO2-NP in 
1 % FKS-haltigem DMEM für 24 h. Abbildung A zeigt eine Übersichtsaufnahme einer HT29-Zelle mit einer größeren An-
sammlung 40 nm großer SiO2-Partikel innerhalb eines membranumschlossen Vesikels (VNP) (sekundären Lysosoms) sowie 
einen einzelnen außerhalb der Zelle liegenden Partikel (EP). Abbildung B zeigt eine Detailaufnahme der lysosomalen Struktur 
des Lysosoms (Lys) mit agglomerierten und aggregierten NP. Darüber hinaus sind Löcher (L) in der lysosomalen Struktur zu 
erkennen (Aufnahme erstellt im Laboratorium für Elektronenmikroskopie, KIT). 
Eine zelluläre Aufnahme infolge einer Inkubation mit amorphen SiO2-NP konnte bereits in 
mehreren Studien nachgewiesen werden. Die Bandbreite der Untersuchungen umfasst dabei 
mehrere humane sowie tierische Zelllinien, darunter bspw. A549-Zellen (humane Lungen-
karzinomzelllinie) [Jin et al. 2007, Niemeier 2009, Stayton et al. 2009], CHO-Zellen (Zelllinie 
aus den Ovarien des chinesischen Hamsters) [Gemeinhart et al. 2005], ECV304-Zellen 
(humane Endothel-ähnliche Zelllinie) [Niemeier 2009], HeLa-Zellen (humane 
Zervixkarzinomzelllinie) [Al-Rawi et al. 2011, Xing et al. 2005], Hep2-Zellen (humane 
Epithelzelllinie) [Chen und von Mikecz 2005] sowie THP-1 (humane Monozytenzelllinie) 
[Niemeier 2009]. Die im Zusammenhang dieser Studien untersuchten Partikel umfassen eine 
Bandbreite von 20 – 500 nm und reichen daher teilweise über den in dieser Arbeit als 
„Nano“ definierten Bereich hinaus. 
Die im Zuge der vorliegenden Arbeit anhand der Kolonkarzinomzelllinie HT29 ge-
wonnenen Daten ergänzen die in bisherigen Studien erzielten Erkenntnisse und zeigen, dass 
eine Aufnahme von SiO2-NP auch in Zellen gastrointestinalen Ursprungs möglich ist. Im 
Anschluss an eine Aufnahme konnte der überwiegende Teil sowohl der 12 nm als auch 
40 nm SiO2-Partikel in membranumschlossenen Strukturen vorgefunden werden. Diese in 
Abbildung 4.6 B-C, Abbildung 4.7 B und Abbildung 4.8 B dargestellten Strukturen lassen auf 
eine Aufnahme durch Endozytose (Pinozytose) schließen [Krug und Wick 2011, Lehninger et 
al. 2005] und sind sehr wahrscheinlich dem lysosomalen System zuzuordnen. Aufgrund des 
heterogenen Erscheinungsbildes des Inhalts der vesikulären Strukturen handelt es sich 
wahrscheinlich um sekundäre Lysosomen, die im Zuge der Verschmelzung endozytotischer 
Vesikel mit primären Lysosomen entstehen [Fawcett 1981]. Eine Speicherung der NP in 
sekundären Lysosomen erscheint plausibel, da die meisten durch endozytotische Mechanis-
men, mit Ausnahme der CaME [Pelkmans und Helenius 2002], aufgenommenen Fremd-
strukturen so dem lysosomalen Abbau zugeführt werden (siehe Abschnitt 2.5.3.1) [Conner 
und Schmid 2003]. Die Annahme, dass amorphe SiO2-NP mittels endozytotischer 
Mechanismen aufgenommen und anschließend in sekundären Lysosomen gespeichert 
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werden, wird durch weitere Studien von Al-Rawi et al. [2011] und Niemeier [2009] unter-
mauert, in denen ebenfalls eine Einlagerung von SiO2-Partikeln (20 – 500 nm) in membran-
umschlossene Strukturen beobachtet werden konnte. Al-Rawi et al. [2011] konnten nach-
weisen, dass 70 nm SiO2-NP bevorzugt in Lysosomen vorzufinden sind, wohingegen mit 
Zunahme des Durchmessers auf 200 nm und 500 nm das Fluoreszenzsignal der Partikel zwar 
in der Nähe, jedoch nicht mehr kolokalisiert mit dem der Lysosomen war. Diese größen-
abhängige Lokalisierung von SiO2 legt die Vermutung nahe, dass die Aufnahme der Partikel 
über unterschiedliche Mechanismen abläuft. In diesem Zusammenhang konnte Niemeier 
[2009] zeigen, dass die als Primärpartikel vorliegenden 200 nm großen SiO2-NP bevorzugt 
durch CME internalisiert werden, während eine Aufnahme der hauptsächlich als 
Agglomerat/Aggregat vorliegenden 20 nm, 50 nm und 70 nm SiO2-NP maßgeblich durch 
phagozytotische Mechanismen erfolgt. Dieses Ergebnis wirft zunächst Fragen auf, da die in 
dieser Studie untersuchten Zelllinien (A549 und ECV304) bis auf THP-1 keine klassisch-
phagozytierenden Zellen sind. Jedoch wurde von May und Machesky [2001] postuliert, dass 
in den meisten Zelltypen eine Art „Basismaschinerie“ der Phagozytose vorhanden sei 
[Niemeier 2009]. Da die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Partikel ebenfalls in 
agglomerierter/aggregierter Form auftreten und mit 12 nm bzw. 40 nm Durchmesser eine 
vergleichbare Größe aufweisen, ist ein solcher Aufnahmemechanismus nicht völlig auszu-
schließen. Dennoch erscheint, gerade in Hinblick auf Abbildung 4.5, die multiple Ausläufer 
und Verschmelzungen der Zellmembran zeigt, eine Aufnahme agglomerierter/aggregierter 
Strukturen mittels Makropinozytose als wahrscheinlicher (siehe Abschnitt 2.5.3.1). Des 
Weiteren konnte von Niemeier [2009] gezeigt werden, dass die Partikel nicht exklusiv durch 
einen, sondern durch mehrere parallel ablaufende Mechanismen aufgenommen werden 
können, was aufgrund einer bei partikulären Systemen immer auftretenden Bandbreite 
unterschiedlicher Partikeldurchmesser schlüssig erscheint. In diesem Zusammenhang 
konnte in der Arbeit von Niemeier [2009] für alle untersuchten SiO2-Partikelgrößen eine Be-
teiligung der CME am Aufnahmeprozess gezeigt werden. In diesem Zusammenhang ist auf 
Abbildung 4.4 hinzuweisen, die mit Partikeln besetzte Einstülpungen der Zellmembran einer 
HT29-Zelle zeigt, die angesichts ihrer Durchmesser auf eine Aufnahme der SiO2-NP durch 
CME oder CaME hindeuten (siehe Abschnitt 2.5.3.1). 
Unabhängig davon konnten in der vorliegenden Arbeit auch frei im Zytosol vorliegende 
Partikelagglomerate/ -aggregate beobachtet werden. Dies kann mehrere Ursachen haben. 
Zum einen ist eine Aufnahme der Partikel über Mechanismen unabhängig von der Endo-
zytose, wie durch Diffusion, denkbar. Dies konnte bereits für verschiedene NP, darunter Au, 
TiO2 sowie Polymerpartikel, nachgewiesen werden (siehe Abschnitt 2.5.3.2) [Rothen-
Rutishauser et al. 2006]. Da eine Diffusion über Zellmembranen jedoch nur für kleine 
Primärpartikel infrage kommt, würde ein solcher Vorgang zwar die in Abbildung 4.6 A auf-
tretenden Einzelpartikel, nicht jedoch die größeren Agglomerate/Aggregate erklären. Eine 
nachträgliche Zusammenlagerung scheint aufgrund der Strukturen, die zum Teil aus ver-
sinterten Aggregaten besteht, unwahrscheinlich. Gegen eine Aufnahme größerer Mengen 
SiO2-NP mittels Diffusion spricht auch die Tatsache, dass sich die Aufnahme in mehreren 
Zelllinien als energieabhängig erwiesen hat [Niemeier 2009]. Darüber hinaus muss berück-
sichtigt werden, dass STEM-Aufnahmen lediglich ein zweidimensionales Abbild einer drei-
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dimensionalen Struktur liefern, was bedeutet, dass die im Zuge dieser Arbeit auf-
gefundenen, einzeln vorliegenden Partikel auch eine dünne Stelle eines in z-Achsenrichtung 
vorliegenden Agglomerats/Aggregats darstellen können. Zum anderen könnten die NP auch 
infolge des Zerberstens lysosomaler Strukturen freigesetzt werden, was unter anderem im 
Zuge der Aufnahme von Metalloxid-NP durch den Trojanisches-Pferd-Mechanismus be-
schrieben wurde (siehe Abschnitt 2.5.4). Ein solcher Prozess wurde darüber hinaus bereits 
für kristallines SiO2 beschrieben [Hornung et al. 2008] und kann eventuell auch für die 
zytosolische Freisetzung amorpher SiO2-NP relevant sein. 
Unabhängig von der Aufnahme und Einlagerung ins Zytosol sowie in sekundären 
Lysosomen konnte für keine der in dieser Studie untersuchten Partikelpräparationen (12 nm 
und 40 nm) eine Translokation in den Zellkern oder in die Mitochondrien nachgewiesen 
werden. Eine Kerntranslokation kann entweder durch Diffusion oder durch aktiven Trans-
port über die Kernporenkomplexe erfolgen, wobei angenommen wird, dass diese 
Mechanismen einer Größenbeschränkung von ungefähr 9 nm bzw. 39 nm unterliegen [Al-
Rawi et al. 2011]. Eine Kerntranslokation konnte bereits bei einigen NP nachgewiesen werden 
(siehe Abschnitt 2.6.4) wobei 16 nm große Au-NP ohne Kernlokationssequenz bereits nicht 
mehr in den Kern aufgenommen wurden [Nativo et al. 2008]. Das Ausbleiben einer Auf-
nahme in den Kern der in dieser Studie untersuchten hauptsächlich als 
Agglomerat/Aggregat vorliegenden SiO2-Partikel erscheint in diesem Kontext plausibel. 
Diese Tatsache wird zudem von den meisten anderen Studien, die ebenfalls keine Kerntrans-
lokation oder Interaktion mit Mitochondrien beobachten konnten, gestützt [Al-Rawi et al. 
2011, Jin et al. 2007, Niemeier 2009]. Dementgegen konnten Chen und von Mikecz [2005] eine 
Translokation 70 nm SiO2-NP in den Nukleus von HEp2-Zellen unter gleichzeitiger 
Aggregatbildung mit unterschiedlichen Kernproteinen, darunter der Topisomerase I, be-
obachten (siehe Abschnitt 2.6.4). Diese Ergebnisse konnten jedoch durch Al-Rawi et al. [2011] 
nicht bestätigt werden, obwohl bei dieser Studie in Bezug auf die Partikelgröße und 
Hersteller (70 – 500 nm SiO2-NP von Postnova Analytics) identische SiO2-NP verwendet 
wurden. Dies deutet darauf hin, dass die intrazelluläre Weiterleitung neben der Partikel-
größe und dem Material auch zelltypabhängig sein kann. Darüber hinaus können gerade bei 
ENP mögliche Veränderungen der Oberflächeneigenschaften aufgrund von Batch-to-Batch-
Variationen nicht ausgeschlossen werden, was eine Partikelcharakterisierung auch im Fall 
kommerzieller NP unabdingbar macht [Al-Rawi et al. 2011]. Zusammenfassend lässt sich 
feststellen, dass eine nukleäre Translokation in den meisten Zelllinien für Strukturen ober-
halb von 30 nm nicht nachgewiesen werden konnte. 
Eine Beeinflussung der zellulären Aufnahme durch Proteine konnte bereits in ver-
schiedenen Studien für unterschiedliche NP gezeigt werden. So wurde die Agglomeration 
von 20 nm, 50 nm und 70 nm großen SiO2-Partikel infolge von FKS-Zusatz, im Gegensatz zu 
einer fehlenden Agglomeration bei 200 nm großen SiO2-Partikeln, für die zelluläre Auf-
nahme mittels unterschiedlicher Mechanismen (Phagozytose bzw. CME) verantwortlich ge-
macht [Niemeier 2009]. Da auch in der vorliegenden Arbeit eine Beeinflussung des 
Agglomerationsverhaltens der SiO2-NP durch FKS festgestellt werden konnte, sollten die 
Auswirkungen verschiedener FKS-Gehalte auf die zelluläre Aufnahme untersucht werden. 
Anhand der dargestellten Abbildung konnte kein Unterschied, weder im Hinblick auf die 
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Lokalisierung noch auch die Agglomerat-/Aggregatbildung, festgestellt werden. Dies lässt 
sich möglicherweise darauf zurückführen, dass beide untersuchten FKS-Konzentrationen zu 
Agglomeraten ähnlichen Durchmessers führen (siehe Tabelle 4.1), wodurch eine spezifische 
Beeinflussung der Aufnahmemechanismen ausbleibt. In diesem Zusammenhang darf jedoch 
nicht außer Acht gelassen werden, dass mithilfe der STEM-Technik immer nur ein Aus-
schnitt der ganzen Zelle betrachtet werden kann, weshalb nicht auszuschließen ist, dass an 
anderer Stelle Unterschiede hinsichtlich des Aufnahmeverhaltens erkennbar wären. Darüber 
hinaus wurden mögliche Auswirkungen spezifischer Mechanismen nicht berücksichtigt, 
sondern lediglich der Frage nachgegangen, ob die Aufnahme endozytotisch oder durch 
andere Mechanismen erfolgt. Unter Berücksichtigung dieser Einschränkungen kann davon 
ausgegangen werden, dass der unterschiedliche FKS-Gehalt zu keiner signifikanten 
Änderung des Aufnahmeverhaltens von 12 nm SiO2-NP durch HT29 führt. 
4.1.3 Zytotoxische Eigenschaften von Silica-Nanopartikeln 
Im Zuge der Bestimmung des zytotoxischen Potenzials der SiO2-NP sowie der Silica-
Suspension wurde eine Kombination drei verschiedener Assays gewählt, die eine Erfassung 
unterschiedlicher biologischer Endpunkte, wie Zellviabilität, Zellwachstum, mitochondriale 
Aktivität sowie Membranintegrität, erlauben. Darüber hinaus ermöglicht die Bestimmung 
der Zytotoxizität mittels mehrerer verschiedener Testverfahren eine Differenzierung des Ein-
flusses auf unterschiedliche biologische Endpunkte und damit Hinweise auf dahinter-
stehende Mechanismen. Zusätzlich dazu wird durch Bestimmung der Zytotoxizität über 
unterschiedliche Parameter die Wahrscheinlichkeit von Fehlinterpretationen aufgrund 
falsch-positiven bz. negativen Ergebnissen, die durch Wechselwirkungen der NP mit dem 
Testsystem zustande kommen können minimiert. 
4.1.3.1 Beeinflussung des Zellwachstums 
Der Einfluss der verschiedenen SiO2-Präparationen auf das Zellwachstum wurde mithilfe 
des von Skehan et al. [1990] entwickelten Sulforhodamin-B-(SRB)-Assays untersucht. Der 
Assay beruht auf einer Anfärbung des Proteins lebender Zellen und anschließender photo-
metrischer Bestimmung der Farbstoffkonzentration (siehe Abschnitt 6.8.2). 
Die Graphen in Abbildung 4.9 A - D zeigen den Einfluss der verschiedenen 
SiO2-Partikelpräparationen (12 nm, 40 nm, 200 nm, Silica-Suspension) auf das Zellwachstum 
von HT29-Zellen. Zur Darstellung und Auswertung der Messergebnisse wurden die Roh-
daten in Bezug zur Kontrolle (Medium 10 % FKS) gesetzt, die auf 100 % normiert wurde 
(test over control; T/C [%]) und gegen die eingesetzte SiO2-Flächenkonzentration aufgetragen. 
In Abbildung 4.9 A ist zu erkennen, dass die Inkubation von 12 nm SiO2-NP über einen 
Zeitraum von 24 h, 48 h und 72 h zu keiner signifikanten Absenkung des Wachstums von 
HT29-Zellen führt. Im Gegenteil, die Ergebnisse zeigen, dass bereits nach 24-stündiger 
Inkubation bei einer Konzentration von 31,3 µg/cm² ein signifikanter Anstieg des Zell-
wachstums auf (111 ± 4) % beobachtet werden kann. Dieser Effekt ist auch bei der nächst-
höheren Konzentrationsstufe von 93,8 µg/cm² zu erkennen, wobei das Zellwachstum noch-
mals leicht auf einen Wert von (113 ± 6) % ansteigt. Eine Verlängerung der Inkubationszeit 
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auf 48 h hat ebenfalls eine signifikante Zunahme des Zellwachstums zur Folge, die mit 
(116 ± 6) % jedoch lediglich bei einer Flächenkonzentration von 93,8 µg/cm² auftritt. Eine 
weitere Steigerung der Partikelkonzentration auf 156,3 µg/cm² führt hingegen zu einem 
leichten Rückgang des Zellwachstums auf (114 ± 9) %. Dieser Wert ist im Vergleich zur 
Kontrolle immer noch erhöht, aufgrund der Standardabweichung (standard deviation; SD) 
jedoch nicht mehr signifikant unterschiedlich. Analog dazu kann auch bei einer 
Inkubationsdauer von 72 h lediglich für eine Konzentration von 93,8 µg/cm² eine signifikante 
Zunahme des Zellwachstums auf (124 ± 6) % beobachtet werden. Ein weiterer Anstieg der 
Konzentration auf 156,3 µg/cm² führt auch in diesem Fall zu einem Rückgang des Zell-
wachstums auf (115 ± 14) %, wodurch kein signifikanter Unterschied mehr zur Medium-
kontrolle besteht. Im Gegensatz zu den vorherigen Inkubationszeiten kann nach 72 h jedoch 
ab einer Konzentration von 3,13 µg/cm² ein stetiger Anstieg des Mittelwerts (MW) be-
obachtet werden, der als Tendenz für eine Zunahme des Zellwachstums gewertet werden 
kann (siehe Abbildung 4.9 A).  
Der Einfluss der 40 nm SiO2-NP und der 200 nm SiO2-Partikel ist in Abbildung 4.9 B und C 
dargestellt. Die Ergebnisse zeigen, dass in dem untersuchten Konzentrationsbereich von 
0,03 – 156,3 µg/cm² über einen Zeitraum von 24 h, 48 h und 72 h weder die 40 nm noch die 
200 nm SiO2-Partikel zu einer signifikanten Beeinflussung des Zellwachstums führen. 
Die Ergebnisse des SRB-Assays für die unter hohem Energieeintrag mittels Ultraschall her-
gestellte Silica-Suspension sind in Abbildung 4.9 D dargestellt. Anhand des Graphen ist zu 
erkennen, dass die Auswirkungen auf das Zellwachstum vergleichbar mit denen der 12 nm 
SiO2-NP sind (siehe Abbildung 4.9 A). So kann für keine der untersuchten Inkubationszeiten 
(24 h, 48 h und 72 h) ein Rückgang des Zellwachstums verzeichnet werden. Dementgegen 
kann bereits nach 24-stündiger Inkubation bei einer Partikelkonzentration von 58,4 µg/cm² 
eine signifikante Steigerung des Zellwachstums auf (115 ± 6) % beobachtet werden. Eine 
weitere Erhöhung der Partikelkonzentration auf 116,8 µg/cm² führt zu einer leichten Ver-
ringerung des Effekts auf (108 ± 10) %, wodurch sich dieser nicht mehr signifikant von der 
Mediumkontrolle unterscheidet. Eine Verlängerung der Inkubationszeit auf 48 h führt bei 
einer Konzentration von 58,4 µg/cm² zu einer signifikanten Erhöhung des Zellwachstums 
auf (123 ± 10) %. Eine tendenzielle Zunahme des Zellwachstums kann jedoch bereits ab einer 
Konzentration von 2,3 µg/cm² beobachten werden. Infolge einer weiteren Verlängerung der 
Inkubationszeit auf 72 h kann bei einer Konzentration von 58,4 µg/cm² abermals eine signi-
fikante Zunahme des Zellwachstums auf (148 ± 7) % verzeichnet werden. Analog zu den 
Effekten nach 48-stündiger Inkubation ist auch nach 72 h bereits ab einer Konzentration von 
2,3 mg/cm² eine tendenzielle Zunahme des Zellwachstums erkennbar. Sowohl bei 48- als 
auch bei 72-stündiger Inkubationsdauer führt eine Erhöhung der SiO2 Konzentration auf 
116,8 µg/cm² zu einem Rückgang des Zellwachstums, wodurch kein signifikanter Unter-
schied mehr zur Mediumkontrolle besteht (siehe Abbildung 4.9 D). 
Der Vergleich der Ergebnisse der verschiedenen Partikelpräparationen deutet auf einen 
partikelgrößenabhängigen Effekt hin. Während die 12 nm SiO2-NP sowie die aus denselben 
Partikeln bestehende Silica-Suspension zu einem signifikanten Wachstumsstimulus führen, 
zeigen die Präparationen mit größerem Partikeldurchmesser (40 nm, 200 nm) diesen Effekt 
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nicht. Ein direkter Vergleich der Effekte der 12 nm SiO2-NP und der Silica-Suspension ist 
aufgrund der unterschiedlichen Flächenkonzentrationen nur eingeschränkt möglich. 
Dennoch ist zu erkennen, dass in beiden Fällen ein ähnlicher Effektverlauf vorliegt: In beiden 
Fällen tritt die stärkste Stimulierung des Zellwachstums nach 72-stündiger Inkubationsdauer 
auf. Jedoch ist die Ausprägung dieses Effekts im Falle der Silica-Suspension stärker und tritt 
bereits bei einer geringeren Partikelkonzentration auf. 
 
Abbildung 4.9: Einfluss von A) 12 nm SiO2-NP, B) 40 nm SiO2-NP, C) 200 nm SiO2-NP und D) der unter hohem Energieeintrag 
hergestellten Silica-Suspension auf das Wachstum von HT29-Zellen nach 24-, 48- und 72-stündiger Exposition in 10 % 
FKS-haltigem Medium, bestimmt mittels SRB-Assay (in Zusammenarbeit mit A. Frühmesser, Diplomarbeit, KIT [2009]). Dar-
stellung der arithmetischen Mittelwerte ± SD von mindestens drei unabhängigen Versuchen bezogen auf die Kontrolle 
(Medium). Signifikante Unterschiede der Proben zur Kontrolle (Medium) wurden mittels Students t-Test berechnet: * = p < 0,05; 
** = p < 0,01. 156,3 µg/cm² SiO2-Partikel bzw. 116,8 µg/cm² der Silica-Suspension entsprechen 500 µg/ml SiO2. 
Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass über einen Inkubationszeitraum bis 72 h 
keine der Partikelpräparationen (12 nm, 40 nm, 200 nm, Silica-Suspension) in den unter-
suchten Konzentrationsbereichen (0,03 – 156,3 µg/cm² bzw. 0,02 – 116,8 µg/cm²) zu einer 
Hemmung des Zellwachstums führt, sondern diese teilweise zu stimulieren vermag. Dabei 
scheint neben der Konzentration auch die Partikelgröße einen Einfluss auf das Ergebnis zu 
haben. 
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4.1.3.2 Beeinflussung der mitochondrialen Aktivität 
Der Einfluss der verschiedenen SiO2-Partikelpräparationen (12 nm, 40 nm, 200 nm, Silica-
Suspension) auf die Aktivität mitochondrialer Dehydrogenasen in HT29-Zellen wurde 
mithilfe des kommerziell erhältlichen WST-1-Assays erfasst (Roche, Applied Science, Mann-
heim, Deutschland). Die Erfassung der Aktivität der Mitochondrien kann zur Bestimmung 
der Viabilität der Zellen bzw. für Aussagen über die Zytotoxizität der getesteten Substanz 
herangezogen werden. Der Assay beruht auf der mitochondrialen Reduktion des schwach 
rot gefärbten Tetrazoliumsalzes 2-(4-Iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-
tetrazoliumchlorid (water soluble tetrazolium; WST-1) zum entsprechenden Formazan, dessen 
Gehalt aufgrund seiner dunkelroten Färbung bei λ = 450 nm fotometrisch erfasst werden 
kann (siehe Abschnitt 6.8.3) [WST-1 2011]. 
Da der WST-1-Assay zusammen mit dem LDH-
Assay auf einer 96-well Platte durchgeführt wurde 
(siehe Abschnitt 6.8.3), ist die Positivkontrolle wie 
auch im Falle des LDH-Assays eine 1%ige wässrige 
Lösung von Triton X-10024 (siehe Abbildung 4.10). 
Da im Zuge der Charakterisierung ein unterschiedliches Verhalten der Partikel in Ab-
hängigkeit der eingesetzten FKS-Konzentration festgestellt werden konnte, wurde der 
WST-1-Assay sowohl unter Zusatz von 10 % FKS als auch unter Zusatz von 1 % FKS zum 
Inkubationsmedium durchgeführt. Zusätzlich dazu sollte überprüft werden, inwieweit der 
Proliferationsstatus der Zelle einen Einfluss auf eine mögliche partikelinduzierte Zytotoxizi-
tät hat, weshalb der Versuch einmal mit proliferierenden (70 % Konfluenz) und einmal mit 
konfluenten Zellen durchgeführt wurde. 
Zur graphischen Darstellung der Ergebnisse wurden die Messwerte der verschiedenen Ver-
suchsanordnungen auf die jeweilige auf 100 % normierte Kontrolle (Medium) bezogen und 
als T/C [%] gegen die eingesetzte SiO2-Konzentration aufgetragen. 
Abbildung 4.11 zeigt den Einfluss der verschiedenen SiO2-Partikelpräparationen (12 nm, 
40 nm und 200 nm) nach 24-stündiger Inkubation unter proliferativen Bedingungen auf die 
mitochondriale Aktivität (MA) von HT29-Zellen. Aus der Abbildung geht hervor, dass in-
folge einer Inkubation in 10 % FKS-haltigem Medium keine der drei Partikelpräparationen 
(12 nm, 40 nm und 200 nm) im untersuchten Konzentrationsbereich von 0,03 – 153,6 µg/cm² 
zu einer signifikanten Beeinflussung der MA führt (siehe Abbildung 4.11).  
Eine Absenkung des FKS-Gehalts auf eine Konzentration von 1 % führt hingegen zu voll-
ständig anderen Testergebnissen, die sowohl eine partikelgrößenabhängige als auch eine 
konzentrationsabhängige Zytotoxizität erkennen lassen (siehe Abbildung 4.11). Die 
Inkubation mit 200 nm großen SiO2-Partikeln über den Konzentrationsbereich von 
0,03 - 156,3 µg/cm² führt analog zu den in 10 % FKS-haltigem Medium beobachteten Effekten 
zu keinerlei Beeinflussung der MA von HT29-Zellen. Die einzige Ausnahme hierzu bildet 
                                                          
 
24 Im Folgenden nur noch Triton X. 
Abbildung 4.10: Strukturformel von Triton X 
4 Ergebnisse und Diskussion 
109 
 
die bei einer Konzentration von 31,3 µg/cm² gemessene signifikante Absenkung der MA auf 
(90 ± 2) %. Da im Anschluss an diesen Effekt weder eine weitere Abnahme noch ein Trend in 
der Beeinflussung der MA durch 200 nm SiO2-Partikel zu beobachten ist, stellt dieser Effekt 
vermutlich einen Ausreißer dar (siehe Abbildung 4.11). Im Gegensatz dazu kann für die 
40 nm SiO2-Partikel eine signifikante Absenkung der MA ab einer Konzentration von 
93,8 µg/cm² beobachtet werden. Durch Erhöhung der Partikelkonzentration auf 156,3 µg/cm² 
wird dieser Effekt nochmals deutlich verstärkt, wobei es mit (8 ± 1) % zu einer fast voll-
ständigen Absenkung der MA kommt (siehe Abbildung 4.11). Im Falle der 12 nm SiO2-NP 
kann ebenfalls eine Verringerung der MA beobachtet werden, die mit (89 ± 5) % bereits ab 
einer Konzentration von 31,3 µg/cm² signifikant wird. Eine weitere Erhöhung der 
SiO2-Konzentration führt auch hier zu einer verstärkten Abnahme der MA, zuerst auf 
(59 ± 7) % bei einer Konzentration von 93,8 µg/cm² und schließlich auf (26 ± 2) % bei einer 
Konzentration von 156,3 µg/cm² (siehe Abbildung 4.11). 
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Abbildung 4.11: Darstellung der mitochondrialen Enzymaktivität proliferierender HT29-Zellen nach 24-stündiger Inkubation 
mit SiO2-Partikeln unterschiedlichen Durchmessers (12 nm, 40 nm, 200 nm) in 10 % und 1 % FKS-haltigem Zellkulturmedium 
über einen Konzentrationsbereich von 0,03 – 156,3 µg/cm², ermittelt mithilfe des WST-1-Assays. Triton X wurde in einer 
Konzentration von 1 % als Positivkontrolle eingesetzt. Darstellung der arithmetischen Mittelwerte ± SD von mindestens drei 
unabhängigen Versuchen bezogen auf die Kontrolle (Medium = 100 %). Signifikante Unterschiede der Proben zur Kontrolle 
(Medium) wurden mittels Students t-Test berechnet: * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001. Signifikante Unterschiede zwischen 
den Partikelpräparationen wurden mittels Students t-Test berechnet: ### = p < 0,001. 156,3 µg/cm² SiO2 entsprechen 500 µg/ml 
SiO2. 
Der Vergleich der durch die unterschiedlichen Partikelpräparationen unter Einsatz von 
1 % FKS-haltigem Medium hervorgerufenen Effekte zeigt, dass unter proliferativen Be-
dingungen, die durch 40 nm SiO2-NP verursachte Absenkung der MA von HT29-Zellen ab 
einer Konzentration von 93,8 µg/cm² ausgeprägter als die der 12 nm SiO2-NP ist. Im Gegen-
zug dazu beginnt die signifikante Beeinflussung der MA durch die 12 nm SiO2-NP bei einer 
Konzentration von 31,3 µg/cm² und damit bereits bei einem Drittel der Konzentration, bei 
der für die 40 nm SiO2-NP erstmals ein signifikanter Einfluss auf die MA festgestellt werden 
kann. Der Vergleich der Effekte zeigt des Weiteren, dass ab einer Konzentration von 
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31,3 µg/cm² teilweise signifikante Unterschiede zwischen den Auswirkungen der 12 nm und 
40 nm SiO2-NP vorliegen. Dabei liegt den Effekten jedoch keine eindeutige Partikelgrößen-
abhängigkeit zugrunde (siehe Abbildung 4.11). Im Gegensatz dazu weisen sowohl die 12 nm 
als auch 40 nm SiO2-NP ab einer Konzentration von 93,8 µg/cm² durchgehend einen signi-
fikanten Unterschied zu den Effekten der 200 nm SiO2-Partikel auf, die aus Gründen der 
Übersicht nicht in Abbildung 4.11 dargestellt sind. 
Wie bereits eingangs erwähnt, wurde dieser Versuch sowohl unter proliferativen als auch 
unter konfluenten Bedingungen durchgeführt. Die Ergebnisse der unter konfluenten Be-
dingungen durchgeführten Untersuchungen sind in Abbildung 4.12 dargestellt und zeigen 
den Einfluss der verschiedenen SiO2-Partikelpräparationen (12 nm, 40 nm und 200 nm) auf 
die MA nach 24-stündiger Inkubation. Anhand von Abbildung 4.12 wird deutlich, dass unter 
Zusatz von 10 % FKS zum Inkubationsmedium keine der untersuchten Partikel-
präparationen im untersuchten Konzentrationsbereich von 0,03 – 156,3 µg/cm² zu einer 
signifikanten Beeinflussung der MA von HT29-Zellen führt (siehe Abbildung 4.12). 
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Abbildung 4.12: Darstellung der mitochondrialen Enzymaktivität konfluenter HT29-Zellen nach 24-stündiger Inkubation mit 
SiO2-Partikeln unterschiedlichen Durchmessers (12 nm, 40 nm, 200 nm) in 10 % und 1 % FKS-haltigem Zellkulturmedium über 
einen Konzentrationsbereich von 0,03 – 156,3 µg/cm², ermittelt mithilfe des WST-1-Assays. Triton X wurde in einer 
Konzentration von 1 % als Positivkontrolle eingesetzt. Darstellung der arithmetischen Mittelwerte ± SD von mindestens drei 
unabhängigen Versuchen bezogen auf die Kontrolle (Medium = 100 %). Signifikante Unterschiede der Proben zur Kontrolle 
(Medium) wurden mittels Students t-Test berechnet: * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001. Signifikante Unterschiede zwischen 
den Partikelpräparationen wurden mittels Students t-Test berechnet: ## = p < 0,01. 156,3 µg/cm² SiO2 entsprechen 500 µg/ml 
SiO2. 
Im Gegensatz dazu ist auch unter konfluenten Bedingungen eine deutliche Veränderung 
des Versuchsergebnisses nach Reduktion des FKS-Gehalts auf 1 % erkennbar (siehe Ab-
bildung 4.12). Während nach Exposition gegenüber den 200 nm SiO2-Partikel keinerlei signi-
fikante Beeinflussung festgestellt werden kann, führen die 40 nm SiO2-NP ab einer 
Konzentration von 93,8 µg/cm² zu einer signifikanten Absenkung der MA auf (77 ± 5) %. 
Infolge einer weiteren Erhöhung der Partikelkonzentration auf 156,3 µg/cm² ist eine ver-
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stärkte Reduktion der MA auf (72 ± 7) % zu erkennen. Im Falle der 12 nm SiO2-NP ist ein 
ähnlicher Effektverlauf zu verzeichnen, der mit einem Rückgang der MA auf (89 ± 2) % 
bereits ab einer Konzentration von 31,3 µg/cm² ein signifikantes Niveau erreicht. Der Anstieg 
der SiO2-NP-Konzentration führt auch hier zu einer weiteren Reduktion der MA, deren 
Minimum bei einer Konzentration von 156,3 µg/cm² mit einem Wert von (48 ± 2) % erreicht 
wird (siehe Abbildung 4.12). 
Der Vergleich der Ergebnisse untereinander zeigt, dass auch unter konfluenten Be-
dingungen infolge einer Inkubation mit 1 % FKS-haltigem Medium eine konzentrations- und 
partikelgrößenabhängige Beeinflussung der MA vorliegt, wobei die Effekte mit ab-
nehmendem Partikeldurchmesser zunehmend stärker ausgeprägt sind (siehe Abbildung 
4.12). Dabei zeigt sich, dass sowohl die 12 nm SiO2-NP ab einer Konzentration von 
31,3 µg/cm² als auch die 40 nm SiO2-NP ab einer Konzentration von 93,8 µg/cm² durch-
gehend einen signifikanten Unterschied zu den Effekten der 200 nm SiO2-Partikel aufweisen, 
die jedoch aus Gründen der Übersichtlichkeit nicht in Abbildung 4.11 dargestellt sind. Beim 
Vergleich der Effekte der 12 nm und 40 nm SiO2-NP ist in diesem Zusammenhang lediglich 
in der höchsten Konzentrationsstufe von 156,3 µg/cm² ein signifikanter Unterscheid zu er-
kennen. 
Die Gegenüberstellung der Ergebnisse der unter proliferativen und konfluenten Be-
dingungen durchgeführten Experimente zeigt, dass in beiden Fällen qualitativ dieselben 
Effekte erzielt werden (siehe Abbildung 4.11 und Abbildung 4.12). Sowohl für proliferative 
als auch für konfluente Zellen konnte unter Verwendung von 10 % FKS-haltigem Medium 
für keine der untersuchten Partikelpräparationen eine signifikante Beeinflussung der MA 
und damit der Zellviabilität festgestellt werden. Der direkte Vergleich zeigt jedoch, dass die 
MA unter konfluenten Bedingungen tendenziell unterhalb der Mediumkontrolle liegt, 
wohingegen diese unter proliferativen Bedingungen auf oder leicht über dem Niveau der 
Mediumkontrolle liegt. Dies kann daran liegen, dass die Aktivität der Mitochondrien von 
proliferierenden Zellen generell höher ist, da diese im Gegensatz zu konfluenten Zellen mehr 
Energie für die Zellteilung benötigen. 
Des Weiteren zeigt der Vergleich der durch Inkubation in 1 % FKS-haltigem Medium er-
haltenen Werte, dass in beiden Fällen eine konzentrations- und teilweise auch signifikante 
partikelgrößenabhängige Beeinflussung der MA und damit der Viabilität der HT29-Zellen 
vorliegt. Im Zuge dessen kann jedoch festgestellt werden, dass die Reduktion der MA unter 
proliferativen Bedingungen sowohl für die 12 nm als auch für die 40 nm SiO2-NP tendenziell 
stärker ausfällt. Signifikante Unterschiede diesbezüglich sind in Tabelle 4.2 dargestellt. Des 
Weiteren zeigt die Gegenüberstellung der Effekte, dass unter proliferativen Wachstums-
bedingungen, abweichend von einer strikten Partikelgrößenabhängigkeit, nach einer 
Inkubation mit den 40 nm SiO2-NP im Vergleich zu den Auswirkungen der 12 nm 
SiO2-NPeine ausgeprägtere Reduktion der MA beobachtet werden kann. Im Gegensatz dazu 
korreliert die Ausprägung der Effekte unter konfluenten Wachstumsbedingungen mit dem 
Partikeldurchmesser, auch wenn nicht immer ein signifikanter Unterschied zwischen den 
Auswirkungen der 12 nm und 40 nm SiO2-NP zu verzeichnen ist (vergleiche Abbildung 4.11 
mit Abbildung 4.12). 
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Tabelle 4.2: Signifikante Unterschiede zwischen den Auswirkungen auf die mitochondriale Aktivität korrespondierender 
Konzentrationsstufen in Zellen unter proliferierenden und konfluenten Wachstumsbedingungen, berechnet mittels Students 
t-Test; ‡‡‡ = p < 0,001. 
 12 nm SiO2 40 nm SiO2 
31,3 µg/cm² - - 
93,8 µg/cm² - ‡‡‡ 
156,3 µg/cm² ‡‡‡ ‡‡‡ 
Die Beeinflussung der MA von HT29-Zellen wurde auch für eine Inkubation mit der unter 
hohem Energieeintrag mittels Ultraschall hergestellten Silica-Suspension untersucht. Da die 
bisherigen Ergebnisse keine qualitativen Unterschiede zwischen proliferierenden und 
konfluenten Zellen gezeigt haben, wurde die Silica-Suspension lediglich unter proliferativen 
Bedingungen untersucht. In Abbildung 4.13 sind die Ergebnisse dargestellt, aus denen 
hervorgeht, dass Triton X sowohl bei Inkubation in Medien mit 1 % als auch 10 % FKS zu 
einer vollständigen Reduktion der MA führt. Darüber hinaus ist anhand der Abbildung 4.13 
zu erkennen, dass bei einer Inkubation unter hohe FKS-Konzentration (10 %) über den 
gesamten getesteten Konzentrationsbereich von 0,02 - 116,8 µg/cm² keine signifikante Beein-
flussung der MA vorliegt. Im Gegensatz dazu ist unter FKS-armen (1 %) Bedingungen ab 
einer Konzentration von 58,4 µg/cm² eine signifikante Abnahme der MA zu erkennen, die 
durch Zunahme der Partikelkonzentration auf 116,8 µg/cm² bis auf (33 ± 11) % abgesenkt 
wird. 
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Abbildung 4.13: Darstellung der mitochondrialen Enzymaktivität proliferierender HT29-Zellen nach 24-stündiger Inkubation 
mit der unter hohem Energieeintrag hergestellten Silica-Suspension in 10 % und 1 % FKS-haltigem Zellkulturmedium über 
einen Konzentrationsbereich von 0,02 – 116,8 µg/cm², ermittelt mithilfe des WST-1-Assays. Triton X wurde in einer 
Konzentration von 1 % als Positivkontrolle eingesetzt. Darstellung der arithmetischen Mittelwerte ± SD von mindestens drei 
unabhängigen Versuchen bezogen auf die Kontrolle (Medium = 100 %). Signifikante Unterschiede der Proben zur Kontrolle 
(Medium) wurden mittels Students t-Test berechnet: * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001. 156,3 µg/cm² SiO2 entsprechen 
500 µg/ml SiO2. 
Der Vergleich der Silica-Suspension mit den in Abbildung 4.11 dargestellten Ergebnissen, 
der ebenfalls unter proliferativen Bedingungen getesteten 12 nm SiO2-NP, die auch in der 
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Silica-Suspension enthalten sind, zeigt, dass beide Präparationen eine vergleichbare Wirkung 
erkennen lassen. In beiden Fällen führen die beiden höchsten eingesetzten 
SiO2-Konzentrationen in 1 % FKS-haltigem Medium zu einer signifikanten Reduktion der 
MA und weisen damit auf einen zytotoxischen Effekt hin. In diesem Zusammenhang ist fest-
zustellen, dass ein signifikantes Niveau infolge einer Inkubation mit den 12 nm SiO2-NP 
bereits ab einer Konzentration von 31,3 µg/cm² und damit bei geringeren SiO2-Gehalten als 
im Fall der Silica-Suspension erreicht wird. Zur besseren Vergleichbarkeit der Ergebnisse 
wurden die signifikanten Werte sowie jeweils ein weiterer Wert der beiden 
SiO2-Präparationen in einem Graphen aufgetragen. Anhand von Abbildung 4.14 ist zu er-
kennen, dass durch beide SiO2-Präparationen eine lineare Abnahme der MA in derselben 
Größenordnung stattfindet. Der lineare Fit zeigt jedoch auch, dass die MA infolge einer 
Inkubation mit der Silica-Suspension schneller abnimmt als nach einer Exposition der Zellen 
gegenüber den 12 nm SiO2-NP. Dies könnte auf einen partikelgrößenabhängigen Effekt und 
auf eine stärkere zytotoxische Wirkung der Silica-Suspension hinweisen. Im Zuge dessen 
muss jedoch beachtet werden, dass keine direkten Vergleichskonzentrationen zwischen den 
verschiedenen Präparationen existieren, weshalb solche Aussagen nur eingeschränkt mög-
lich sind. Des Weiteren zeigt die Darstellung des zum linearen Fit der Silica-Suspension ge-
hörenden Konfidenzintervalls (95 %), dass dieser im untersuchten Konzentrationsbereich bis 
116,8 µg/cm² die Werte der 12 nm SiO2-NP mit einschließt, weshalb wahrscheinlich kein 
signifikanter Unterschied zwischen den SiO2-Präparationen vorliegt (siehe Abbildung 4.14). 
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Abbildung 4.14: Vergleich der mitochondrialen Enzymaktivität proliferierender HT29-Zellen nach 24-stündiger Inkubation mit 
12 nm SiO2-NP und der Silica-Suspension über einen Konzentrationsbereich von 15,6 µg/cm² - 156,3 µg/cm². Darstellung der 
Geradengleichungen nach linearem Fit unter Verwendung der Daten aus Abbildung 4.11 und Abbildung 4.13. 
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4.1.3.3 Beeinflussung der zellulären Membranintegrität 
Der Einfluss der SiO2-Partikel (12 nm, 40 nm, 200 nm) und der Silica-Suspension auf die 
Integrität der Zellmembran von HT29-Zellen wurde mithilfe des kommerziell erhältlichen 
Laktatdehydrogenase-(LDH)-Assays (Roche, Applied Science, Mannheim Deutschland) 
untersucht. Der Assay basiert, ähnlich dem WST-1-Assay, auf der Reduktion eines 
Tetrazoliumsalzes (2-[4-Iodophenyl]-3-[4-nitrophenyl]-5-phenyltetrazoliumchlorid) zu einem 
Formazansalz, infolge einer Freisetzung von LDH aus dem Zytosol, die wiederum durch 
eine Störung der Zellmembranintegrität erfolgt. Ein Anstieg der LDH-Aktivität ist daher mit 
einer Zunahme der Zytotoxizität gleichzusetzen. Die Konzentration des gebildeten, rot ge-
färbten Formazans wird photometrisch bei einer Wellenlänge von λ = 490 nm erfasst (siehe 
Abschnitt 6.8.4). 
Der Assay wurde aus den bereits in Abschnitt 4.1.3.2 erläuterten Gründen sowohl unter 
hohen (10 %) als auch niedrigen (1 %) FKS-Konzentrationen sowie mit proliferierenden 
(70 % Konfluenz) und konfluenten Zellen durchgeführt. Darüber hinaus wurde der 
LDH-Assay zusammen mit dem WST-1-Assay aus einer 96-Loch-Platte bestimmt. 
Als Positivkontrolle wurde eine 1 %ige Lösung von Triton X (siehe Abbildung 4.10) ein-
gesetzt, einem nichtionischen Tensid, dessen Effekt auf die Membranintegrität nach Ablauf 
der Inkubationszeit mit der vollständigen Freisetzung von LDH gleichgesetzt und daher auf 
100 % normiert wurde. Weitere Messwerte, auch die der Mediumkontrolle, wurden in 
Relation zu diesem Wert als treated over Triton X (T/Triton X) in Prozent dargestellt und 
gegen die Konzentration aufgetragen. 
Abbildung 4.15 zeigt den Einfluss der drei Partikelpräparationen (12 nm, 40 nm, 200 nm) 
auf die Membranintegrität proliferierender HT29-Zellen sowohl unter dem Einfluss von 
Medium mit hoher (10 %) als auch niedriger (1 %) FKS-Konzentration. Anhand der Dar-
stellung ist dabei zu erkennen, dass bei den mit 10 % FKS-haltigem Medium durchgeführten 
Untersuchungen eine LDH-Grundaktivität der reinen Mediumkontrolle vorliegt, die in etwa 
10 % der Aktivität der Positivkontrolle Triton X entspricht. Weiterhin ist der Abbildung zu 
entnehmen, dass im Konzentrationsbereich von 0,03 – 156,3 mg/cm² keine der unter diesen 
Bedingungen untersuchten Partikelpräparationen eine signifikante Erhöhung der 
LDH-Aktivität im Vergleich zur Mediumkontrolle verursacht (siehe Abbildung 4.15). 
Durch Verringerung der FKS-Konzentration auf 1 % wird das Ergebnis des Experiments 
grundlegend verändert, was in vergleichbarer Weise auch bei den Untersuchungen zur Be-
einflussung der MA (WST-1-Assay) festgestellt werden konnte (siehe Seite 110). Analog zu 
den vorangegangenen Ergebnissen weist auch 1 % FKS-haltiges Zellkulturmedium eine 
Grundaktivität auf, die zwischen 12 – 16 % der LDH-Aktivität der Triton X-Kontrolle auf-
weist. Der Einfluss der verschiedenen getesteten Partikelpräparationen stellt sich unter-
schiedlich dar. So kann für die 200 nm SiO2-Partikel für den genannten Konzentrations-
bereich kein signifikanter Unterschied in Relation zur Mediumkontrolle festgestellt werden. 
Dagegen führt die Inkubation mit 40 nm SiO2-NP bei einer Konzentration von 93,8 µg/cm² 
zu einer signifikanten Zunahme der LDH-Aktivität auf (38 ± 17) %, die durch weitere Er-
höhung der SiO2-Konzentration auf 156,3 µg/cm² auf einen Wert von (63 ± 27) % ansteigt. Im 
Zuge der Inkubation mit 12 nm SiO2-NP kann bereits ab einer Konzentration von 
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31,3 µg/cm² ein tendenzieller Anstieg der LDH-Aktivität verzeichnet werden, der jedoch erst 
ab einer Konzentration von 93,8 µg/cm² mit (38 ± 9) % ein signifikantes Niveau und bei einer 
Konzentration von 153,6 µg/cm² mit (56 ± 3) % ein Maximum erreicht (siehe Abbildung 4.15). 
Der Vergleich der unter proliferativen Bedingungen gewonnenen Messergebnisse unter-
einander zeigt, dass im Falle einer Inkubation mit FKS-armen Medium (1 % FKS) die 
LDH-Grundaktivität mit Werten zwischen 12 – 16 % grundsätzlich etwas höher liegt als bei 
Inkubationen mit FKS-reichem Medium (10 % FKS) (8 – 10 % LDH-Grundaktivität). Im 
Gegensatz zu den in 10 % FKS-haltigem Medium erhaltenen Messergebnissen weisen die 
unter Zusatz von 1 % FKS zum DMEM gewonnen Daten einen konzentrations- und 
partikelgrößenabhängigen Einfluss auf die Membranintegrität der Zelle auf. Während sich 
die Effekte der 12 nm und 40 nm SiO2-Partikel hierbei klar von denen der 200 nm 
SiO2-Partikel abgrenzen, unterscheiden sind diese zwischen diesen beiden NP-Präparationen 
(12 nm und 40 nm) nicht mehr signifikanter voneinander, sodass ab einem Durchmesser von 
40 nm keine Verstärkung des Effektes mehr verzeichnet werden kann (siehe Abbildung 
4.15). 
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Abbildung 4.15: Einfluss auf die Integrität der Zellmembran proliferierender HT29-Zellen nach 24-stündiger Inkubation mit 
SiO2-Partikeln unterschiedlichen Durchmessers (12 nm, 40 nm, 200 nm) in 10 % und 1 % FKS-haltigem Zellkulturmedium über 
einen Konzentrationsbereich von 0,03 – 156,3 µg/cm², bestimmt mithilfe des LDH-Assays. Triton X wurde in einer 
Konzentration von 1 % als Positivkontrolle eingesetzt. Darstellung der arithmetischen Mittelwerte ± SD von mindestens drei 
unabhängigen Versuchen bezogen auf die Positivkontrolle (Triton X = 100 %). Signifikante Unterschiede der Proben zur 
Kontrolle (Medium) wurden mittels Students t-Test berechnet: * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001. 156,3 µg/cm² SiO2 ent-
sprechen 500 µg/ml SiO2. 
Abbildung 4.16 zeigt eine Zusammenfassung der Messergebnisse des LDH-Assays unter 
konfluenten Bedingungen. In der linken Hälfte des Graphen sind die Ergebnisse dargestellt, 
die durch Inkubationen der verschiedenen SiO2-Partikel (12 nm, 40 nm, 200 nm) in 10 % 
FKS-haltigem Medium erhalten wurden. Anhand der Abbildung ist zu erkennen, dass eine 
LDH-Grundaktivität des Mediums vorliegt, die 3 – 7 % der LDH-Aktivität von Triton X ent-
spricht. Weiterhin ist der Abbildung zu entnehmen, dass alle drei Partikelpräparationen im 
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untersuchten Konzentrationsbereich von 0,03 – 156,3 µg/cm² keine signifikante Abweichung 
von der LDH-Aktivität des Mediums aufweisen und somit zu keiner Schädigung der Zell-
membran führen.  
Eine Verringerung des FKS-Gehalts auf 1 % hat eine Erhöhung der LDH-Grundaktivität auf 
7 - 12 % zur Folge. Die Änderung der FKS-Konzentration führt im Fall der 200 nm 
SiO2-Partikel zu keiner sichtbaren Veränderung im Verhalten gegenüber den Zellen. 
Hingegen kann für die 40 nm SiO2-NP eine konzentrationsabhängige signifikante Zunahme 
der LDH-Aktivität ab einer Konzentration von 93,8 µg/cm² beobachtet werden, die mit 
(31 ± 26) % bei der höchsten getesteten Konzentration von 156,3 µg/cm² ein Maximum er-
reicht. Analog dazu kann auch nach einer Inkubation mit 12 nm SiO2-NP eine 
konzentrationsabhängige Zunahme der LDH-Aktivität verzeichnet werden. Dabei wird mit 
einer LDH-Aktivität von (17 ± 9) % ab einer Konzentration von 31,3 µg/cm² ein signifikantes 
Niveau erreicht, das mit der höchsten eingesetzten Konzentration von 156,3 µg/cm² auf 
einen Maximalwert von (38 ± 25) % ansteigt (siehe Abbildung 4.16).  
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Abbildung 4.16: Einfluss auf die Integrität der Zellmembran konfluenter HT29-Zellen nach 24-stündiger Inkubation mit SiO2-
Partikeln unterschiedlichen Durchmessers (12 nm, 40 nm, 200 nm) in 10 % und 1 % FKS-haltigem Zellkulturmedium über einen 
Konzentrationsbereich von 0,03 – 156,3 µg/cm², bestimmt mithilfe des LDH-Assays. Triton X wurde in einer Konzentration von 
1 % als Positivkontrolle eingesetzt. Darstellung der arithmetischen Mittelwerte ± SD von mindestens drei unabhängigen Ver-
suchen bezogen auf die Positivkontrolle (Triton X = 100 %). Signifikante Unterschiede der Proben zur Kontrolle (Medium) 
wurden mittels Students t-Test berechnet: * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001. 156,3 µg/cm² SiO2 entsprechen 500 µg/ml 
SiO2. 
Der Vergleich der unter konfluenten Bedingungen erhaltenen Messergebnisse unter-
einander zeigt, dass die LDH-Grundaktivität des Mediums mit 1 % FKS-Anteil grundsätzlich 
leicht über der von 10 % FKS-haltigem Medium liegt. Des Weiteren ist der Abbildung 4.16 zu 
entnehmen, dass im Gegensatz zu einer Inkubation in FKS-reichem (10 %) Medium, bei 
Medium mit niedrigen FKS-Konzentrationen (1 %) neben einer Konzentrations- auch eine 
Partikelgrößenabhängigkeit vorzufinden ist. Dabei unterscheiden sich die Effekte der 12 nm 
und 40 nm SiO2-NP, analog zu den Auswirkungen unter proliferativen Bedingungen, ab 
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einer Konzentration von 31,3 µg/cm² bzw. 93,8 µg/cm² signifikant von denen der 200 nm 
SiO2-Partikel (aus Gründen der Übersicht nicht in der Abbildung dargestellt), sodass mit 
Abnahme des Partikeldurchmessers eine höher LDH-Aktivität und damit ein größeres zyto-
toxisches Potenzial verbunden ist. Dementgegen weisen jedoch die Effekte der beiden NP-
Präparationen (12 nm und 40 nm) aufgrund der hohen SD keine signifikanten Unterscheide 
zueinander auf, weshalb hier keine weitere Zunahme des zytotoxischen Potenzials infolge 
einer Abnahme des Partikeldurchmessers verzeichnet werden kann. In diesem Zusammen-
hang ist jedoch festzuhalten ist, dass die Ausprägung infolge einer Inkubation mit 12 nm 
SiO2-NP tendenziell etwas stärker ist als im Falle der 40 nm SiO2-NP (siehe Abbildung 4.16) 
ist (siehe Abbildung 4.16). 
Die Gegenüberstellung der unter proliferativen und konfluenten Bedingungen durch-
geführten Messungen zeigt, dass in beiden Fällen die Inkubation mit 10 % FKS-haltigem 
Medium keinerlei signifikanten Auswirkungen hat, wohingegen die Inkubation mit 1 % 
FKS-haltigem Medium zu einer konzentrations- und teilweise partikelgrößenabhängigen 
Zunahme der LDH-Aktivität und damit der Zytotoxizität führt. In diesem Zusammenhang 
ist jedoch keine signifikante Beeinflussung der Ergebnisse durch den Proliferationsstatus der 
Zellen zu erkennen. Weiterhin zeigt der Vergleich der Effekte, dass unter proliferativen 
Wachstumsbedingungen, abweichend von einer strikten Partikelgrößenabhängigkeit, nach 
einer Inkubation mit den 40 nm SiO2-NP im Unterschied zu einer Exposition gegenüber den 
12 nm SiO2-NP teilweise eine ausgeprägtere LDH-Aktivität beobachtet werden kann. Im 
Vergleich dazu korreliert die Ausprägung der Effekte unter konfluenten Wachstums-
bedingungen stets invers mit dem Partikeldurchmesser, auch wenn kein signifikanter Unter-
schied zwischen den Auswirkungen der 12 nm und 40 nm SiO2-NP zu verzeichnen ist (ver-
gleiche Abbildung 4.15 mit Abbildung 4.16). 
Des Weiteren wurde auch der Einfluss der Silica-Suspension auf die Integrität der Zell-
membran von HT29-Zellen untersucht. Da ein Einfluss des Proliferationsstatus in den 
vorangegangenen Experimenten nicht nachgewiesen werden konnte, wurden die Aus-
wirkungen der Silica-Suspension lediglich unter proliferativen Bedingungen untersucht. Ab-
bildung 4.17 zeigt die Ergebnisse der Untersuchung, anhand derer sich ablesen lässt, dass die 
Silica-Suspension Effekte mit einem zu den SiO2-NP (12 nm, 40 nm) vergleichbaren Muster 
hervorruft. Analog zu vorangegangenen Ergebnissen ist bei einer Inkubation mit 10 % 
FKS-haltigem Medium für den gesamten Konzentrationsbereich von 0,02 – 116,8 µg/cm² 
keine signifikante Beeinflussung der LDH-Aktivität zu verzeichnen. Dementgegen tritt bei 
einer Inkubation in 1 % FKS-haltigem Medium eine konzentrationsabhängige signifikante 
Zunahme der LDH-Aktivität auf. Diese beginnt mit einem Anstieg auf (28 ± 11) % ab einer 
Konzentration von 58,4 µg/cm² und steigt infolge einer weiteren Erhöhung des SiO2-Gehalts 
auf 116,8 µg/cm² auf ein Maximum von (50 ± 17) % (siehe Abbildung 4.17). 
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Abbildung 4.17: Einfluss auf die Integrität der Zellmembran proliferierender HT29-Zellen nach 24-stündiger Inkubation mit der 
unter hohem Energieeintrag hergestellten Silica-Suspension in 10 % und 1 % FKS-haltigem Zellkulturmedium über einen 
Konzentrationsbereich von 0,02 – 116,8 µg/cm², bestimmt mithilfe des LDH-Assays. Triton X wurde in einer Konzentration von 
1 % als Positivkontrolle eingesetzt. Darstellung der arithmetischen Mittelwerte ± SD von mindestens drei unabhängigen Ver-
suchen bezogen auf die Positivkontrolle (Triton X = 100 %). Signifikante Unterschiede der Proben zur Kontrolle (Medium) 
wurden mittels Students t-Test berechnet: * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001. 116,8 µg/cm² SiO2 entsprechen 500 µg/ml 
SiO2. 
Ein Vergleich mit den in Abbildung 4.15 dargestellten Ergebnissen der 12 nm SiO2-NP ver-
deutlicht, dass die Effekte beider Präparationen ein vergleichbares Muster aufweisen. In 
beiden Fällen führen die beiden höchsten Konzentrationsstufen zu signifikant erhöhten 
LDH-Leveln und weisen daher auf ein erhöhtes zytotoxisches Potenzial der Präparation hin. 
Dabei fällt auf, dass ein signifikantes Effektlevel durch die Silica-Suspension bereits ab einer 
Konzentration von 58,4 µg/cm² erreicht wird und damit in etwa einem Drittel der 
Konzentration, bei der erstmals ein signifikanter Effekt der 12 nm SiO2-NP (93,8 µg/cm²) 
nachgewiesen werden kann. Zur besseren Vergleichbarkeit der Ergebnisse wurden, analog 
zu den Ergebnissen des WST-1-Assays, die signifikanten Werte sowie jeweils ein weiterer 
Wert der beiden SiO2-Präparationen in einem Graphen aufgetragen (siehe Abbildung 4.18). 
Dabei ist anhand von Abbildung 4.18 zu erkennen, dass durch beide SiO2-Präparationen eine 
lineare Zunahme der LDH-Aktivität stattfindet, die in derselben Größenordnung liegt. Der 
lineare Fit zeigt jedoch auch, dass die LDH-Aktivität infolge einer Inkubation mit der Silica-
Suspension schneller zunimmt als nach einer Exposition der Zellen gegenüber den 12 nm 
SiO2-NP. Dies könnte auf einen partikelgrößenabhängigen Effekt und auf eine stärkere zyto-
toxische Wirkung der Silica-Suspension hinweisen. Im Zuge dessen muss jedoch beachtet 
werden, dass keine direkten Vergleichskonzentrationen zwischen den verschiedenen 
Präparationen existieren, weshalb solche Aussagen nur eingeschränkt möglich sind. Des 
Weiteren zeigt die Darstellung, dass die SD der Messpunkte die jeweils andere extrapolierte 
Gerade mit einschließen, sodass im untersuchten Konzentrationsbereich bis 116,8 µg/cm² 
wahrscheinlich kein signifikanter Unterschied zwischen beiden SiO2-Präparationen und 
damit auch keine signifikante Partikelgrößenabhängigkeit vorliegt (siehe Abbildung 4.18). 
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Abbildung 4.18: Vergleich der LDH-Aktivität proliferierender HT29-Zellen nach 24-stündiger Inkubation mit 12 nm SiO2-NP 
und der Silica-Suspension über einen Konzentrationsbereich von 15,6 µg/cm² - 156,3 µg/cm². Darstellung der Geraden-
gleichungen nach linearem Fit unter Verwendung der Daten aus Abbildung 4.15 und Abbildung 4.17. 
 
4.1.3.4 Untersuchungen zur ROS-vermittelten Zytotoxizität 
Hinsichtlich der zytotoxischen Eigenschaften von NP konnte bereits durch mehrere Studien 
ein Zusammenhang mit einer erhöhten Bildung von ROS hergestellt werden. Dieser Um-
stand konnte bereits für verschiedene NM, darunter C60 [Sayes et al. 2005], Silica [Lin et al. 
2006b] und Talk-NP [Akhtar et al. 2010b] anhand mehrerer humaner Zelllinien (Lungen-
zellen, Leberzellen, Astrozyten, Fibroblasten) dargestellt werden. Vor diesem Hintergrund 
wurde die in dieser Studie beobachtete SiO2-vermittelte Zytotoxizität auf eine Verknüpfung 
mit einer potenziellen NP-induzierten ROS-Bildung hin überprüft. Die Ergebnisse der 
direkten Untersuchungen zum ROS-bildenden Potenzial der SiO2-Präparationen sind in Ab-
schnitt 4.1.4.1 dargestellt. 
Die Untersuchungen zum Zusammenhang von Zytotoxizität und potenzieller ROS-Bildung 
wurden mithilfe eines LDH-Assays durchgeführt, bei dem HT29-Zellen zum Schutz vor 
einer möglichen ROS-Bildung zusätzlich zu den SiO2-Partikeln mit dem Antioxidans 
N-Acetylcystein (NAC; siehe Abbildung 4.19) koinkubiert 
wurden. Der auf diese Weise durchgeführte LDH-Assay wird im 
weiteren Verlauf der Arbeit als „redoxprotektiver LDH-Assay“ 
bezeichnet. Damit die antioxidative Abwehr der Zellen bereits 
im Vorfeld gestärkt ist, wurden die Zellen zusätzlich vor der 
SiO2-Partikelinkubation mit NAC behandelt (siehe Abschnitt 
6.8.4.2). Im Anschluss daran wurde der LDH-Assay analog zu 
Abbildung 4.19: Strukturformel von 
N-Acetylcystein 
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den vorangegangenen Versuchen bzw. anhand des in Abschnitt 6.8.4.1 beschriebenen 
Protokolls durchgeführt. 
Die antioxidative Wirkung von NAC beruht auf der Reaktivität der freien Thiolgruppe 
(siehe Abbildung 4.19), aufgrund der, analog zu GSH oder Cystein, elektrophile Moleküle 
direkt abgefangen werden können. Darüber hinaus kann die Substanz in der Zelle als 
Substitut für Cystein verwendet werden und so zu einer Steigerung der GSH-Synthese bei-
tragen [Aruoma et al. 1989, Zafarullah et al. 2003].  
Vor Durchführung des eigentlichen Experiments wurde mithilfe des LDH-Assays die 
maximale Konzentration ermittelt, bei der NAC noch keine zytotoxische Wirkung auf 
konfluente HT29-Zellen ausübt. Dazu wurden die Zellen mit verschiedenen 
Konzentrationen zwischen 0,1 – 5 mM NAC in 1 % FKS-haltigem Medium für 24 h inkubiert. 
Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.20 dargestellt und zeigen, dass NAC über einem Zeit-
raum von 24 h bis zu einer Konzentration von 1 mM zu keiner signifikanten Störung der 
Membranintegrität führt. Auf der Grundlage dieses Ergebnisses wurde in den folgenden 
Experimenten eine NAC-Konzentration von 1 mM verwendet. 
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Abbildung 4.20: Einfluss auf die Integrität der Zellmembran proliferative HT29-Zellen nach 24-stündiger Inkubation mit 
N-Acetylcystein (NAC) in 1 % FKS-haltigem Zellkulturmedium über einen Konzentrationsbereich von 0,1 – 5 mM, bestimmt 
mithilfe des LDH-Assays. Triton X wurde in einer Konzentration von 1 % als Positivkontrolle eingesetzt. Darstellung der 
arithmetischen Mittelwerte ± SD von mindestens drei unabhängigen Versuchen bezogen auf die Positivkontrolle (Triton X = 
100 %). Signifikante Unterschiede der Proben zur Kontrolle (Medium) wurden mittels Students t-Test berechnet: *** = p < 0,001. 
Anschließend an diese Untersuchung wurde im nächsten Schritt ermittelt, inwieweit eine 
NAC-Konzentration von 1 mM ausreicht, um eine signifikante Absenkung der ROS-Bildung 
durch nanostrukturierte Materie herbeizuführen. In diesem Zusammenhang wurde CB 
(Printex 90®) als Testsubstanz eingesetzt, ein nanostrukturiertes Material, das bereits mehr-
fach mit der Bildung von ROS in Verbindung gebracht werden konnte [Stone et al. 1998, 
Weissenberg et al. 2010]. Zur Durchführung des Experiments wurden die HT29-Zellen für 
24 h mit unterschiedlichen CB-Konzentrationen (3,13 µg/cm² und 15,6 µg/cm²) sowohl mit 
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als auch ohne NAC (1 mM) inkubiert und die Bildung von ROS durch den DCF-Assays er-
mittelt. Zur Erläuterung des Prinzips des DCF-Assays wird auf Abschnitt 4.1.4.1 bzw. 6.9 
verwiesen. 
Zur graphischen Darstellung der Ergebnisse wurde der Fluoreszenzanstieg auf die auf 
100 % normierte Kontrolle (1 % FKS Medium) bezogen und gegen die eingesetzte 
CB-Konzentration aufgetragen. Die mit einem Stern gekennzeichneten Signifikanzen be-
ziehen sich auf die jeweils dazugehörenden Kontrollen (1 % FKS Medium +/- NAC), 
wohingegen die Rauten auf signifikante Unterschiede zwischen den NAC-behandelten und 
-unbehandelten Proben hinweisen. 
Die Ergebnisse der Voruntersuchung sind in Abbildung 4.21 dargestellt. Anhand des 
Graphen ist zu erkennen, dass eine 24-stündige Inkubation mit CB in jedem Fall zu einer 
signifikanten Bildung intrazellulärer ROS führt, die auch durch eine Koinkubation mit NAC 
nicht vollständig unterdrückt werden kann. Darüber hinaus ist jedoch zu erkennen, dass der 
Zusatz von 1 mM NAC sowohl bei einer CB-Konzentration von 3,13 µg/cm² als auch von 
15,6 µg/cm² zu einer deutlichen Verringerung des Fluoreszenzanstiegs führt. Aufgrund der 
SD wird jedoch lediglich bei einer Konzentration von 15,6 µg/cm² mit einer Reduktion von 
(500 ± 69) % auf (307 ± 58) % ein signifikantes Ausmaß erreicht (siehe Abbildung 4.21). 
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Abbildung 4.21: Darstellung der relativen Fluoreszenzzunahme nach 24-stündiger Inkubation mit Carbon Black (CB, 
Printex 90®) sowohl in Abwesenheit als auch in Gegenwart von 1 mM N-Acetylcystein (NAC, gestreifte Balken), bestimmt 
mithilfe des DCF-Assays. Darstellung der arithmetischen Mittelwerte ± SD von mindestens drei unabhängigen Versuchen be-
zogen auf die jeweilige Kontrolle (1 % FKS-haltiges Medium +/- NAC = 100 %, T/C = treated over control). Signifikante Unter-
schiede der Proben zur Kontrolle (Medium +/-NAC) wurden mittels Students t-Test berechnet: ** = p < 0,01; *** = p < 0,001. 
Signifikante Unterschiede zwischen den NAC-behandelten und –unbehandelten Proben wurden ebenfalls mittels Students t-
Test berechnet: ## = p < 0,01. 15,6 µg/cm² CB entsprechen 50 µg/ml. 
Anhand dieser Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass NAC in einer Konzentration von 
1 mM und einem Zeitraum von 24 h signifikante Mengen ROS zu neutralisieren vermag. In 
weiterer Folge wurde deshalb wie zuvor erläutert der redoxprotektive LDH-Assay, der zur 
Untersuchung des Zusammenhangs zwischen Zytotoxizität und potenzieller ROS-Bildung 
herangezogen wurde, mit einer NAC-Konzentration von 1 mM durchgeführt. 
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Eine Abschwächung des zytotoxischen Potenzials der SiO2-Partikel durch Koinkubation 
mit NAC wurde in diesem Zusammenhang lediglich im Konzentrationsbereich von 
31,3 - 156,3 µg/cm² durchgeführt. Aufgrund des nicht festgestellten zytotoxischen Potenzials 
wurden die 200 nm SiO2-Partikel nur im Bereich von 93,6 – 156,3 µg/cm² in das Experiment 
mit einbezogen (siehe Abbildung 4.16). Darüber hinaus wurden die Untersuchungen nur mit 
1 % FKS-haltigem Medium durchgeführt, da lediglich unter diesen Bedingungen eine zyto-
toxische Wirkung der SiO2-NP (12 nm, 40 nm) auftrat (siehe Abbildung 4.15). Des Weiteren 
wurde der Versuch ausschließlich mit proliferativ wachsenden Zellen durchgeführt. 
Als Positivkontrolle wurde entsprechend den vorangegangenen LDH-Experimenten eine 
1%ige Triton-X-Lösung im Zellkulturmedium mitgeführt. Die graphische Darstellung 
erfolgte ebenfalls analog zu den zuvor durchgeführten LDH-Messungen, indem die Roh-
daten in Bezug zu der zuvor auf 100 % normierten Triton X-Kontrolle gesetzt und gegen die 
verwendete Konzentration aufgetragen wurden. Zur besseren Vergleichbarkeit wurden 
darüber hinaus die Daten des vorherigen konventionellen LDH-Assays aus Abbildung 4.15 
mit abgebildet. 
Die in Abbildung 4.22 dargestellten Ergebnisse lassen erkennen, dass die LDH-Aktivität der 
mit den 200 nm SiO2-Partikeln behandelten Proben zusammen mit der Mediumkontrolle auf 
einem Level von 18 – 20 % liegt. Dementgegen lassen die mit den 40 nm SiO2-NP inkubierten 
HT29-Zellen einen konzentrationsabhängigen Anstieg der LDH-Aktivität erkennen, der bei 
einer Konzentration von 156,3 mg/cm² mit (38 ± 8) % ein signifikantes Niveau erreicht. 
Analog dazu zeigen die Ergebnisse, dass auch eine Inkubation mit 12 nm SiO2-NP zu einer 
konzentrationsabhängigen Zunahme der LDH-Aktivität führt. Im Unterschied zu den 40 nm 
NP ist der Effekt der 12 nm NP jedoch stärker ausgeprägt und erreicht mit (38 ± 10) % bereits 
bei einer Flächenkonzentration von 93,8 µg/cm² ein signifikantes Niveau (siehe Abbildung 
4.22). 
Der Vergleich der infolge einer Inkubation mit den SiO2-Partikeln auftretenden 
LDH-Aktivitäten, zeigt einen größenabhängigen Ausprägung des Effekt, der invers mit dem 
Partikeldurchmesser korreliert, sodass die Partikel mit dem geringsten Durchmesser die 
größte zytotoxische Wirkung aufweisen (siehe Abbildung 4.22). 
Die Gegenüberstellung der Ergebnisse des redoxprotektiven LDH-Assays mit denen des 
nicht modifizierten LDH-Assays macht deutlich, dass der Zusatz von 1 mM NAC keinen 
signifikanten Einfluss auf die partikelvermittelte Zytotoxizität hat (siehe Abbildung 4.22). In 
beiden Fällen führen sowohl die 12 nm als auch die 40 nm SiO2-NP zu einem signifikanten 
Anstieg der LDH-Aktivität im Überstand des Inkubationsmediums. Im Zuge der Inkubation 
mit 12 nm SiO2-NP konnte sowohl mit als auch ohne Zusatz von NAC eine signifikante Zu-
nahme der LDH-Aktivität im Konzentrationsbereich von 93,8 - 156,3 µg/cm² festgestellt 
werden. Der direkte Vergleich der Werte zeigt, dass die 12 nm SiO2-NP in Abwesenheit von 
NAC zu einer LDH-Aktivität führen, die in der höchsten applizierten Konzentration 
(156,3 µg/cm²) mit (56 ± 3) % geringfügig höher als die der NAC-Koinkubation mit (45 ± 9) % 
ausfällt. Dieser Unterschied wirkt sich aufgrund der SD jedoch nicht signifikant aus.  
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Abbildung 4.22: Einfluss auf die Integrität der Zellmembran proliferativer HT29-Zellen nach 24-stündiger Inkubation mit SiO2-
Partikeln unterschiedlichen Durchmessers (12 nm, 40 nm, 200 nm) in 1 % FKS-haltigem Zellkulturmedium in Gegenwart und 
Abwesenheit von 1 mM N-Acetylcystein (NAC). Bestimmt mithilfe des LDH-Assays über einen Konzentrationsbereich von 
31,3 – 156,3 µg/cm² bzw. von 93,6 – 156,3 µg/cm² (200 nm Partikel + NAC). Triton X wurde in einer Konzentration von 1 % als 
Positivkontrolle eingesetzt. Darstellung der arithmetischen Mittelwerte ± SD von mindestens drei unabhängigen Versuchen be-
zogen auf die Positivkontrolle (Triton X = 100 %). Signifikante Unterschiede der Proben zur Kontrolle (Medium ± 1 mM NAC) 
wurden mittels Students t-Test berechnet: * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001. 156,3 µg/cm² SiO2 entsprechen 500 µg/ml 
SiO2. 
Im Fall der 40 nm SiO2-NP zeigt sich, dass bei einer Koinkubation mit NAC nur die höchste 
SiO2-Konzentration (156,3 µg/cm²) ein signifikantes Niveau erreicht, was im Gegensatz zu 
den Ergebnissen der reinen Partikelinkubation steht. Zwar kann auch bei einer 
Konzentration von 93,8 µg/cm² mit einer LDH-Aktivität von (25 ± 3) % eine Zunahme der 
LDH-Aktivität verzeichnet werden, aufgrund der mit (18 ± 2) % vergleichsweise höher ge-
legenen Mediumkontrolle der NAC-Koinkubation erreicht diese jedoch kein signifikantes 
Niveau (siehe Abbildung 4.22). Da die infolge einer Inkubation ohne Zusatz von NAC 
sowohl bei einer Konzentration von 93,8 µg/cm² als auch von 156,3 µg/cm² ein signifikanter 
Anstieg der LDH-Aktivität verzeichnet werden kann, die Ergebnisse mit (38 ± 18) % und 
(63 ± 28) % jedoch eine hohe SD aufweisen, unterscheiden sich die Effekte der beiden 
Experimente nicht signifikant voneinander. 
4.1.3.5 Zusammenfassung und Diskussion der zytotoxischen Eigenschaften von Silica-
Nanopartikeln 
Im Zuge der Erfassung des zytotoxischen Potenzials der in dieser Arbeit eingesetzten 
SiO2-Präparationen wurde eine Reihe verschiedener Endpunkte, darunter die Viabilität, die 
Integrität der Zellmembran sowie die mitochondriale Enzymaktivität, untersucht, wobei 
neben dem Proliferationsstatus vor allem der Einfluss der Serumkonzentration beobachtet 
wurde. 
Der Einfluss auf das Zellwachstum wurde mittels SRB-Assay erfasst, wobei unter hohen 
Serumkonzentrationen (10 % FKS) für Inkubationen bis 72 h keinerlei negative Beeinflussung 
der Viabilität bzw. des Wachstums durch eine der untersuchten SiO2-Präparationen ver-
zeichnet werden konnte (siehe Abbildung 4.9 A - D). Entgegen einer Störung des Zell-
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wachstums konnte jedoch im Zuge einer Inkubation mit 12 nm SiO2-NP bzw. der Silica-
Suspension ein zeit- und konzentrationsabhängiger Wachstumsstimulus verzeichnet werden 
(siehe Abbildung 4.9 A und D). Die zytotoxischen Eigenschaften der Partikel wurden des 
Weiteren mithilfe des LDH- und WST-1-Assays erfasst, wobei in Übereinstimmung mit den 
zuvor erwähnten Ergebnissen des SRB-Assays im Zuge einer 24-stündigen Inkubation in 
FKS-reichem Medium (10 % FKS) weder eine Störung der Membranintegrität noch ein Ab-
sinken der MA beobachtet werden konnte. 
Dennoch scheint der Vergleich der Daten des SRB- und WST-1-Assays eine kleine Dis-
krepanz zwischen den Ergebnissen zu zeigen. So konnte im Falle der 12 nm SiO2-NP bei den 
Konzentrationen 31,3 µg/cm² und 93,8 µg/cm² bzw. bei der Silica-Suspension bei einer 
Konzentration von 58,4 µg/cm² bereits nach 24 h ein signifikanter Wachstumsstimulus im 
SRB-Assay beobachtet werden (siehe Abbildung 4.9 A und D). Dieser Effekt konnte jedoch 
nicht durch den WST-1-Assay bestätigt werden (siehe Abbildung 4.11 und Abbildung 4.13), 
der aufgrund der Messung der MA ebenfalls zur Bestimmung des Zellwachstums heran-
gezogen werden kann. Beim Vergleich der Ergebnisse muss jedoch berücksichtigt werden, 
dass die beiden Assays das Zellwachstum bzw. die Viabilität anhand von zwei komplett ver-
schiedenen Endpunkten erfassen. Während der SRB-Assay letztlich den Proteingehalt der 
Zellen quantifiziert, misst der WST-1-Assay die Aktivität der Mitochondrien, was zu unter-
schiedlichen Ergebnissen führen kann. Dennoch zeigen Studien, die die Ergebnisse 
Tetrazoliumsalz-basierter Assays mit denen des SRB-Assays verglichen haben, dass die er-
fassten Effekte beider Methoden grundsätzlich miteinander korrelieren. Jedoch konnte in 
diesem Rahmen auch nachgewiesen werden, dass sowohl die Robustheit, die Linearität als 
auch die Empfindlichkeit, gerade in Bezug auf geringe Zellenzahlen beim SRB-Assay deut-
lich besser ausgeprägt sind [Haselsberger et al. 1996, Nedel et al. 2011]. Vor dem Hintergrund 
der geringen Zunahme des Zellwachstums erscheint es durchaus möglich, dass der 
WST-1-Assay nicht empfindlich genug ist, um einen signifikanten Anstieg der MA zu de-
tektieren. 
Hinsichtlich des wachstumsstimulierenden Einflusses der 12 nm SiO2-NP und der Silica-
Suspension auf HT29-Zellen ist festzuhalten, dass lediglich eine geringe Anzahl an Studien 
einen vergleichbaren Effekt nachweisen konnte. So wurde in einer in vivo Studie an Mäusen 
nach der intraperitonealen (i. p.) Verabreichung von 50 mg/kg KGW 12 nm großer SiO2-NP 
von Evonik (Degussa) ein proliferativer Stimulus bei Splenozyten beobachtet. Die Autoren 
führten diesen Effekt auf eine erhöhte Bildung von NO durch Makrophagen infolge einer 
Stimulierung durch die SiO2-Partikel zurück [Park und Park 2009]. Da im Zuge dieser Arbeit 
jedoch keine Makrophagen kokultiviert wurden, erscheint ein solcher Mechanismus als 
Grundlage für den bei den HT29-Zellen beobachteten Wachstumsstimulus als un-
wahrscheinlich. Des Weiteren konnte auch anhand einiger in vitro Studien ein proliferativer 
Stimulus für Zellen nach Inkubation von NP nachgewiesen werden. Dieser Effekt konnte 
nach 24-stündiger Inkubation neben 14 nm großen CB-Partikeln (Printex 90®) auch für 
kommerzielle 14 nm große SiO2-NP (Sigma Aldrich) demonstriert werden. Die Studie wurde 
anhand muriner Lungenepithelzellen (RLE-6TN) über einen Konzentrationsbereich von 
1 - 10 µg/cm² durchgeführt [Sydlik et al. 2006]. Der Vergleich der Ergebnisse zeigt, dass die 
signifikante Zunahme des Wachstums durch die 14 nm SiO2-NP in der Studie von Sydlik et 
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al. [2006] zwar ebenfalls nach 24 h auftritt, mit einem Anstieg auf ungefähr 180 % jedoch 
stärker ausfällt als bei den in der vorliegenden Arbeit untersuchten NP (12 nm SiO2). Zur Er-
fassung des Effekts wurde in der Studie von Sydlik et al. [2006] der BrdU-Assay eingesetzt, 
der auf dem Einbau von 5-Brom-2-desoxyuridin (BrdU) in die DNA infolge einer Replikation 
der DNA beruht und daher im Gegensatz zum SRB-Assay tatsächlich eine Zunahme der 
Proliferation anzeigt. Des Weiteren trat der Effekt bereits in einem deutlich geringeren 
Konzentrationsbereich auf (1 -10 µg/cm²). Dies kann, neben einer anderen Empfindlichkeit 
der verwendeten Methoden (BrdU-Assay vs. SRB-Assay) auch an einem unterschiedlichen 
Agglomerations-/Aggregationsstatus der eingesetzten Partikel liegen. Hierzu werden in der 
genannten Studie jedoch keine weiteren Angaben gemacht, weshalb kein Vergleich vor-
genommen werden kann. Neben den SiO2-NP wurde derselbe Effekt auch für nano-
strukturiertes CB (Printex 90®) beobachtet, wobei die Effektstärke mit etwa 150 % unterhalb 
der von SiO2-NP lag. Im Zuge dieser Studie konnten die Autoren den NP-induzierten 
proliferativen Effekt auf eine Interaktion und Aktivierung verschiedener Signalkaskaden, 
darunter der MAPK, sowie auf eine Bildung von ROS zurückführen. Auf den Einfluss der 
betreffenden SiO2-Präparationen auf die MAPK, den Zusammenhang mit dem Wachstums-
stimulus, sowie die Bildung von ROS wird in Abschnitt 4.1.5.3 eingegangen. 
Da im Zuge der Partikelcharakterisierung gezeigt werden konnte, dass der FKS-Gehalt 
maßgeblichen Einfluss auf die Agglomeration der Partikel hat (siehe Abschnitt 4.1.1.1 bzw. 
Tabelle 4.1), wurden die Assays auch unter geringen Serumbedingungen (1 % FKS) durch-
geführt. Ausgenommen hiervon war der SRB-Assay, da das Serum für die Zellen essenzielle 
Wachstumsstoffe enthält und eine Reduktion eine Limitierung dieser Substanzen zur Folge 
hätte, wodurch eine falsch-positive Wachstumshemmung erzeugt werden könnte. Durch 
Änderung der Inkubationsbedingungen hin zu einem niedrigen FKS-Gehalt (1 % FKS) 
konnte für die untersuchten SiO2-Präparationen sowohl im LDH- als auch im WST-1-Assay 
eine veränderte zytotoxische Wirkung beobachtet werden. Die Ergebnisse des WST-1-Assays 
zeigten eine konzentrations- und teilweise partikelgrößenabhängige Abnahme der MA und 
damit eine Abnahme der Viabilität, die mit kleiner werdendem Partikeldurchmesser mit-
unter stärker ausgeprägt war (siehe Abbildung 4.11 und Abbildung 4.12). In Überein-
stimmung mit diesen Ergebnissen konnte auch im LDH-Assay mit Abnahme des Partikel-
durchmessers meist ein Anstieg des zytotoxischen Potenzials in Form einer zunehmenden 
Membranschädigung verzeichnet werden, auch wenn sich die Effekte der 12 nm und 40 nm 
SiO2-NP nicht immer signifikant voneinander unterschieden (siehe Abbildung 4.15 und Ab-
bildung 4.16). Signifikante Unterschiede zu den Auswirkungen infolge einer Inkubation mit 
der Silica-Suspension konnten hierbei ebenfalls nicht festgestellt werden (siehe Abbildung 
4.18). 
In Übereinstimmung mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit konnte in der Studie von 
Napierska et al. [2009] neben einer Konzentrationsabhängigkeit der zytotoxischen Eigen-
schaften auch eine inverse Korrelation zum Partikeldurchmesser dokumentiert werden. 
Allgemein betrachtet wird die zytotoxische Wirkung amorpher SiO2-NP in der Literatur 
jedoch äußerst kontrovers diskutiert, was im Folgenden anhand ausgewählter Studien ver-
deutlicht werden soll. 
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In diesem Zusammenhang liegen Studien vor, die keinerlei oder nur sehr geringe zyto-
toxische Effekte amorpher SiO2-NP beobachten konnten. So wurde von Barnes et al. [2008] 
behauptet, dass in biologisch relevanten Konzentrationen (4 µg/ml bzw. 40 µg/ml) weder im 
MTT- oder WST-1- noch im LDH-Assay zytotoxische Effekte in humanen Fibroblasten 
(3T3-L1) verzeichnet werden konnten. Die in diesem Zusammenhang untersuchten 
SiO2-Präparationen umfassten dabei, neben kolloidalem Silica, Partikel einer Größenordnung 
zwischen 30 - 250 nm. Untersuchungen zur PSD zeigten, dass im Falle der 30 nm NP 
Agglomerate von bis zu 78 nm vorlagen, die damit im Vergleich zu den Agglomeraten der 
vorliegenden Arbeit einen deutlich geringeren Durchmesser aufwiesen (siehe Tabelle 4.1). In 
einer weiteren Studie von Brunner et al. [2006] konnte mithilfe des MTT-Assays gezeigt 
werden, dass SiO2-NP mit einem Primärpartikeldurchmesser von 14 nm weder in humanen 
Mesotheliomzellen noch in murinen embryonalen Fibroblasten zytotoxisch wirken. Nähere 
Angaben zum Agglomerationsstatus der SiO2-Partikel wurden in der Studie jedoch nicht 
gemacht. Dabei wurden mit SiO2-Gehalten von maximal 30 µg/ml vor allem geringe 
Konzentrationen, mit bis zu 72 h langen Inkubationen, jedoch auch längere Expositionszeit-
räume untersucht. Im Gegensatz dazu konnte von Chang et al. [2007] mithilfe des 
MTT-Assays nach 48-stündiger Inkubation auch in hohen Konzentrationen von bis zu 
667 µg/ml lediglich ein geringfügiger Rückgang der MA von HT29-Zellen auf etwa 80 % be-
obachtet werden. Die in der Studie untersuchten NP wiesen einen Primärpartikeldurch-
messer von (22 ± 4) nm und (80 ± 14) nm auf, wobei Untersuchungen zur PSD in H2O 
Agglomerate mit einem hydrodynamischen Durchmesser von (188 ± 11) nm bzw. 
(236 ± 7) nm nachweisen konnten. 
Demgegenüber steht eine Vielzahl von Studien, die eine deutliche zytotoxische Wirkung 
amorpher SiO2-NP nachweisen konnten. Ein Einfluss auf die MA konnte in diesem Zu-
sammenhang von Wang et al. [2009] in humanen embryonalen Nierenzellen (human 
embryonic kidney; HEK293) mithilfe des MTT-Tests25 gezeigt werden. Dabei wurde eine zeit- 
und konzentrationsabhängige Abnahme der MA und damit eine Zunahme der Zytotoxizität 
von 20 nm und 50 nm großen SiO2-NP nachgewiesen. Der in der Studie untersuchte 
Konzentrationsbereich von 2 - 1000 µg/ml ist vergleichbar mit dem in der vorliegenden 
Arbeit überprüften Abschnitt. Ein Vergleich der zytotoxischen Effekte zeigt, dass die signi-
fikante Absenkung der MA ab einer Konzentration von 100 µg/ml auf 35 % und auf 60 % 
(20 nm bzw. 50 nm SiO2-NP) in einer zu den in der vorliegenden Arbeit nachgewiesenen 
Effekten vergleichbaren Größenordnung liegt (siehe Abbildung 4.11 und Abbildung 4.12). 
Bei Untersuchungen zur Zeitabhängigkeit konnte festgestellt werden, dass bei längeren 
Inkubationszeiten wie 36 h oder 48 h auch geringere SiO2-Konzentrationen (25 µg/ml) einen 
signifikanten zytotoxischen Effekt verursachten [Wang et al. 2009]. Dies steht wiederum im 
Gegensatz zu der bereits zuvor erwähnten Studie von Brunner et al. [2006], in der auch nach 
72-stündiger Inkubation kein zytotoxischer Effekt für SiO2-Konzentrationen bis 30 µg/ml 
nachgewiesen werden konnte. Da in beiden Studien genaue Angaben bezüglich der PSD im 
                                                          
 
25 Der MTT-Test ist analog zum WST-1-Test ein Zytotoxizitätsassay, der auf der mitochondrialen Reduktion des 
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) und Umwandlung in ein wasserunlösliches 
Formazan-Salz beruht.  
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Medium fehlen, kann kein Vergleich hinsichtlich der Partikelgröße vorgenommen werden. 
In einer weiteren Studie konnte ebenfalls mittels MTT-Test sowie Trypanblauausschluss eine 
konzentrations- und zeitabhängige Zytotoxizität von monodispersen 50 nm messenden 
fluoreszierenden SiO2-NP in A549-Zellen nachgewiesen werden. Die Effekte konnten analog 
zu der zuvor erwähnten Studie [Wang et al. 2009] ab einer Konzentration von 100 µg/ml be-
obachtet werden, wurden jedoch erst nach 48- bzw. 72-stündiger Inkubation untersucht [Jin 
et al. 2007]. 
In anderen Studien wurde dagegen der Einfluss auf die Membranintegrität der Zellen 
mittels LDH-Assay untersucht. So konnten Lin et al. [2006b] nach 48-stündiger Inkubation 
eine membranschädigende Wirkung 15 nm und 46 nm großer SiO2-NP oberhalb einer 
Konzentration von 50 µg/ml in A549-Zellen nachweisen, die mit steigendem SiO2-Gehalt 
weiter zunahm. Die in der Studie untersuchten Partikel wurden wie auch die Partikel der 
vorliegenden Arbeit von Evonik (Degussa) bezogen und wiesen trotz unterschiedlicher 
Primärpartikeldurchmesser vergleichbare zytotoxische Eigenschaften auf. Dieser Umstand 
wurde auf die hydrodynamischen Durchmesser zurückgeführt, die einerseits eine deutliche 
Agglomeration anzeigten, andererseits mit (590 ± 104) nm und (617 ± 107) nm fast identisch 
waren. Diese Studie lässt vermuten, dass die Partikelgröße bzw. die SOF neben anderen 
Faktoren einen wichtigen Einfluss auf die zytotoxischen Eigenschaften ausübt. Eine Störung 
der Integrität der Zellmembran wurde auch in einer Studie von Napierska et al. [2009] nach-
gewiesen, wobei die eingesetzten Konzentrationsstufen mit einem maximalen SiO2-Gehalt 
von 2000 µg/ml teilweise sehr hoch dosiert waren. Im Zuge der Studie konnte jedoch neben 
einem konzentrations- und zeitabhängigen Effekt eindeutig ein partikelgrößenabhängiger 
Einfluss nachgewiesen werden. Während die kleinsten untersuchten NP (14 nm, 15 nm, 
16 nm) bereits bei Konzentrationen von 33 – 46 µg/cm² zu einer 50%igen Reduktion der 
Viabilität (TC50) führten, lagen die größeren NP (19 nm, 60 nm) mit einem TC50 von 
89 - 254 µg/cm² bzw. die mikrostrukturierten SiO2-Partikel (104 nm, 335 nm) mit TC50 von 
1095 - 1087 µg/cm² deutlich darüber. Dieser partikelgrößenabhängige Effekt weist eine mit 
den Ergebnissen dieser Arbeit vergleichbare Tendenz auf, im Zuge derer gezeigt werden 
konnte, dass große, 200 nm messende SiO2-Partikel im Gegensatz zu 12 nm und 40 nm 
großen SiO2-NP unabhängig von der Serumkonzentration keine zytotoxischen Eigenschaften 
aufweisen. 
Festzuhalten bleibt, dass, wie bereits eingangs erwähnt, sowohl die Dosis als auch die 
Partikelgröße Einfluss auf die Ausprägung der Zytotoxizität von amorphen SiO2-Partikeln 
haben. Jedoch zeigen die Studien auch, dass dies nicht die einzigen Parameter sein können, 
die die zytotoxischen Eigenschaften amorpher SiO2-Partikel bestimmen, da gleichfalls 
monodisperse NP und Agglomerate von mehreren Hundert Nanometer sowohl in hohen als 
auch niedrigen Konzentrationen zytotoxische Eigenschaften aufweisen können. Daher kann 
zum jetzigen Zeitpunkt keine allgemeingültige Aussage zum zytotoxischen Potenzial von 
amorphen SiO2 getroffen werden. Weitere partikelabhängige Faktoren, die einen Einfluss auf 
das zytotoxische Potenzial haben könnten, sind neben der Morphologie vor allem ober-
flächenabhängige Parameter wie Ladung oder Porosität, die sich aufgrund unterschiedlicher 
Herstellungsprozesse bei verschiedenen Partikelpräparationen deutlich unterscheiden 
können. So weist pyrogenes Silica meist eine nicht poröse Oberfläche auf, während 
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SiO2-Partikel, die mittels Stöber-Verfahren synthetisiert wurden, in Abhängigkeit der Her-
stellungsbedingungen unterschiedlich große Poren besitzen können. Da im Zuge dieser 
Arbeit die Zytotoxizität nicht hinsichtlich dieses Parameters untersucht wurde, wird an 
dieser Stelle nicht weiter darauf eingegangen. 
Neben partikelabhängigen Faktoren können auch die Inkubationsbedingungen einen maß-
geblichen Einfluss auf die Ausprägung biologischer Effekte in nanotoxikologischen Studien 
haben (siehe Abschnitt 2.5.3.2) [Unfried et al. 2007]. 
Ein Vergleich der Inkubationsbedingungen der verschiedenen Studien zeigt, dass in Unter-
suchungen, die zytotoxische Eigenschaften von amorphen SiO2-NP nachweisen konnten, 
meist eine Partikelexposition unter geringen Serumgehalten vorgenommen wurde [Jin et al. 
2007, Napierska et al. 2009, Wang et al. 2009], wohingegen das Ausbleiben zytotoxischer 
Effekte meist mit hohen Serumkonzentrationen verbunden war [Barnes et al. 2008, Brunner et 
al. 2006]. Die Aufteilung der Studien bezüglich dieses Parameters wird durch die Ergebnisse 
einer weiteren Untersuchung gestützt, in der anhand von HeLa-Zellen ebenfalls - sowohl 
mittels LDH- als auch WST-1-Assays - eine FKS-abhängige Zytotoxizität von 70 nm großen 
SiO2-NP nach 24-stündiger Inkubation nachgewiesen werden konnte [Al-Rawi et al. 2011]. 
Die Befunde dieser Studie stimmen mit den Daten dieser Arbeit überein, in der ausschließ-
lich unter serumarmen Bedingungen zytotoxische Eigenschaften nachgewiesen werden 
konnten. Im Unterschied zu der vorliegenden Arbeit konnte in der Studie von Al-Rawi et al. 
[2011] ein zytotoxischer Effekt der NP bereits ab einer Konzentration von 50 µg/ml 
(15,6 µg/cm²) detektiert werden, was eventuell auf eine Inkubation in völlig serumfreiem 
Zellkulturmedium zurückzuführen ist. Unter dem Zusatz von 10 % FKS zum Inkubations-
medium konnten auch für diese NP keine zytotoxischen Eigenschaften mehr verzeichnet 
werden [Al-Rawi et al. 2011]. 
Der Einfluss des FKS auf den Ausgang des Testergebnisses legt die Vermutung nahe, dass 
die darin enthaltenen Proteine maßgeblich zu der veränderten toxikologischen Wirkung bei-
tragen. In diesem Zusammenhang konnten bereits mehrere Studien eine Absorption von 
verschiedenen Proteinen an die Partikeloberfläche von SiO2-NP nachweisen [Kane und 
Stroock 2007, Monopoli et al. 2011, Ruh et al. 2012]. Dieser Vorgang ging dabei teilweise mit 
Veränderungen oder einem vollständigen Verlust der Proteinstruktur einher, was unter 
anderem am Beispiel von Lysozym, Fibrinogen oder BSA demonstriert werden konnte (siehe 
Abschnitt 2.6.5.2) [Dordick et al. 2004, Jonsson et al. 2004, Perry et al. 2006]. 
In Bezug auf die bei geringen FKS-Gehalten beobachtete Zytotoxizität ist eine Interaktion 
der Partikel mit verschiedenen zellulären Membranproteinen vorstellbar, die in weiterer 
Folge zu einer Veränderung oder Zerstörung der Proteinstruktur und damit zu einem Ver-
lust der Membranintegrität führen könnte. Der Verlust der Membranintegrität hätte einen 
Austritt von LDH aus dem Zytosol zur Folge und würde in Einklang mit den Ergebnissen 
des LDH-Assays stehen. Unter serumreichen Bedingungen hingegen könnte eine Ab-
sättigung der Partikeloberfläche mit FKS-Proteinen dazu führen, dass die Partikel nicht mehr 
in der Lage sind, mit den Proteinen der Zellmembran zu interagieren, was ein Ausbleiben 
der zytotoxischen Effekte erklären würde. Für diese Annahme spricht eine Studie von 
Monopoli et al. [2011], in der anhand von 50 nm und 200 nm SiO2-Partikeln nachgewiesen 
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werden konnte, dass mit Zunahme der Plasmakonzentration auch die Dicke der Protein-
korona wächst. Als Konsequenz eines solchen Vorgangs könnte eine Interaktion der SiO2-NP 
mit der Zellmembran erschwert bzw. vollständig unterbunden werden, was das Ausbleiben 
zytotoxischer Effekte zur Folge hätte. Des Weiteren wird diese Hypothese durch eine Studie 
von Harley und Margolis [1961] gestützt, die bereits 1961 ein hämolytisches Potenzial für 
nanostrukturiertes amorphes SiO2 (Aerosil®) nachweisen konnten. Jedoch konnte dieser 
Effekt durch den Zusatz geringer Mengen Blutplasma aufgehoben werden. Die Autoren 
nahmen daher an, dass die reaktive Oberfläche der Partikel durch Proteine bedeckt und in-
folge dessen an einer Interaktion mit der Zellmembran gehindert werden, die ansonsten 
durch nicht genauer spezifizierte Mechanismen zu einer Membranpermeabilisierung führen. 
Da im Zuge der Studie von Monopoli et al. [2011] u. a. eine starke Assoziation spezieller 
Blutplasmaproteine wie Fibrinogen festgestellt werden konnte, erscheint eine solche An-
nahme durchaus plausibel.  
Eine Assoziation von Proteinen an die Partikeloberfläche würde indes auch, unabhängig 
von der Serumkonzentration, das Ausbleiben zytotoxischer Eigenschaften der 200 nm 
großen SiO2-Partikel erklären. So konnte in mehreren Studien gezeigt werden, dass die pro-
zentuale Oberflächenbelegung im Falle mikrostrukturierter Partikel höher als für NP war 
[Cedervall et al. 2007c, Monopoli et al. 2011]. Dieser Effekt wurde auf die stärkere Ober-
flächenkrümmung der NP zurückgeführt, wodurch die Ausbildung einer dichtesten 
Proteinpackung erschwert wird. Dieser Vorgang könnte dazu führen, dass die Oberfläche 
der 200 nm Partikel auch in Gegenwart von lediglich 1 % FKS ausreichend belegt ist, um eine 
Interaktion mit Membranproteinen zu unterbinden. In Anbetracht der Tatsache, dass in der 
Studie von Al-Rawi et al. [2011] auch in völliger Abwesenheit von Serum keine zytotoxischen 
Eigenschaften für 200 nm und 500 nm große SiO2-Partikel beobachtet werden konnten, 
scheint der Einfluss der Proteine nicht alleine ausschlaggebend für die Ausprägung zyto-
toxischer Eigenschaften zu sein. Die derzeit vorliegenden Daten können den Einfluss von 
Proteinen auf das toxikologische Profil von NP nicht vollständig erklären und bieten daher 
Raum für zukünftige Untersuchungen. 
Neben dem Einfluss von Proteinen tragen auch andere Faktoren wie bspw. die verwendete 
Zelllinie zur Ausprägung der Zytotoxizität bei. Chang et al. [2007] untersuchte in diesem Zu-
sammenhang den Einfluss von (22 ± 4) nm und (80 ± 14) nm großen SiO2-NP (hydro-
dynamischer Durchmesser (188 ± 11) nm und (236 ± 6) nm) auf mehrere normale Fibro-
blastenzelllinien im Vergleich zu verschiedenen Tumorzelllinien. Die Ergebnisse der Studie 
deuten darauf hin, dass die zytotoxische Wirkung von SiO2-NP in humanen Zellen stark von 
der metabolischen Aktivität sowie der Verdopplungszeit der Zellen abhängt. Tumorzellen 
mit einer höheren metabolischen Aktivität und geringerer Verdopplungszeit zeigten sich 
weniger empfindlich gegenüber den zytotoxischen Auswirkungen infolge einer SiO2-NP Ex-
position als normale Fibroblasten mit einer geringeren metabolischen Aktivität. Neben ver-
schiedenen Zelllinien können auch Zellen mit unterschiedlichem Proliferationsstatus eine 
unterschiedliche metabolische Aktivität sowie Verdopplungszeit aufweisen. In diesem Zu-
sammenhang wird auf den Vergleich der im Zuge dieser Arbeit unter proliferierenden und 
konfluenten Bedingungen ermittelten zytotoxischen Wirkungen der SiO2-NP hingewiesen. 
Dabei konnte gezeigt werden, dass die unter niedrigen Serumkonzentrationen auftretende 
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Zytotoxizität der 12 nm und 40 nm SiO2-NP bzw. die der Silica-Suspension prinzipiell gleich 
erscheint, im Falle der proliferierenden Zellen jedoch stärker ausgeprägt ist. Dieser Effekt 
konnte sowohl im Zusammenhang mit dem membranschädigenden Potenzial als auch bei 
der Abnahme der MA beobachtet werden. Die beobachteten Effekte erwiesen sich zwar nicht 
als signifikant unterschiedlich, deuten jedoch bereits auf den ersten Blick an, dass 
proliferierende Zellen, die einer höheren Teilungsrate unterliegen, empfindlicher auf 
SiO2-NP reagieren (vergleiche Abbildung 4.11 mit Abbildung 4.12 bzw. Abbildung 4.15 mit 
Abbildung 4.16). Dies widerspricht den Erkenntnissen der Studie von Chang et al. [2007]. 
Dabei muss jedoch berücksichtigt werden, dass proliferativ wachsende Zellen im Vergleich 
zu konfluent wachsenden Zellen eines konfluenten Monolayers einer deutlich höheren 
Partikelanzahl pro Zelle bzw. Flächeneinheit ausgesetzt sind. Daher ist der beobachtete 
Unterschied bezüglich der Ausprägung der Zytotoxizität zwischen proliferativen und 
konfluenten Zellen möglicherweise nicht ausschließlich auf den Proliferationsstatus zurück-
zuführen, sondern auch auf die höhere Partikelanzahl pro Zelle. Über einen Zusammenhang 
der Partikelanzahl mit den beobachteten zytotoxischen Effekten wurde auch in der Studie 
von Wottrich et al. [2004] spekuliert. Dabei zeigte sich, dass die mittels LDH-Assay für 60 nm 
SiO2-NP ermittelten Effekte im Fall der humanen Monozyten-Leukämiezelllinie THP-1 deut-
lich stärker als bei der humanen Monozyten-Leukämiezelllinie Mono Mac 6 ausfielen. In 
Hinblick auf diesen zelllinienabhängigen Einfluss spekulierten die Autoren, dass die 
THP-1-Zellen aufgrund einer stärkeren Differenzierung hin zu reifen Makrophagen eine 
größere Anzahl an Partikeln aufnehmen können und dadurch einer stärkeren zytotoxischen 
Wirkung ausgesetzt sind. Diese Studien zeigen, dass neben Partikelcharakteristika und 
Inkubationsstudien das verwendete Zellmodell die dritte Variable ist, die Einfluss auf die 
zytotoxischen Eigenschaften haben kann. Da das Zusammenspiel der einzelnen Faktoren bis-
lang jedoch nicht vollständig aufgeklärt wurde, können zum aktuellen Zeitpunkt jedoch 
keine allgemeingültigen Aussagen zum zytotoxischen Potenzial der SiO2-NP getroffen 
werden. 
In einigen der bereits erwähnten Studien konnte die Zytotoxizität der amorphen SiO2-NP 
überdies mit einer verstärkten Bildung von ROS in Zusammenhang gebracht werden. Auch 
im Zuge dieser Arbeit wurde eine Verknüpfung dieser beiden Parameter untersucht. Die Er-
gebnisse werden im Zusammenhang mit den restlichen Untersuchungen zum zellulären 
Redoxpotenzial in Abschnitt 4.1.4.4 diskutiert. 
Zusammenfassend ist festzustellen, dass sowohl die zugrunde liegende Mechanismen als 
auch das Ausmaß der zytotoxischen Wirkungen von amorphen SiO2-NP in den ver-
schiedenen Studien teilweise erheblich voneinander abweichen. Dabei scheint jedoch – 
neben anderen Parametern wie den Charakteristika der Partikel sowie der verwendeten Zell-
linie – vor allem der Serumgehalt bei der Inkubation maßgeblich Einfluss auf das Ergebnis 
zu nehmen. Eine Einordnung der Untersuchungen hinsichtlich dieses Parameters gestaltet 
sich jedoch als schwierig, da die Angaben sowohl zu den Inkubationsbedingungen als auch 
zu Partikelcharakteristika wie PSD oder ζ-Potenzial im Zellkulturmedium teilweise unvoll-
ständig sind. In Anbetracht dieser Umstände bedarf es künftig einheitlicher Standards, 
mithilfe derer eindeutige Aussagen in Bezug auf das zytotoxische Potenzial von unlöslichen 
NP gemacht werden können. 
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4.1.4 Auswirkungen auf den zellulären Redoxstatus der Zelle 
Die Beurteilung der Auswirkung der verschiedenen SiO2-Präparationen auf den Redoxstatus 
der Zelle erfolgte anhand verschiedener Endpunkte. Dabei wurde zum einen die Fähigkeit 
der SiO2-Partikel erfasst, intrazellulär ROS zu generieren, zum anderen wurden potenzielle 
Auswirkungen auf den Redoxstatus mithilfe indirekter Parameter bestimmt und beurteilt. In 
diesem Zusammenhang lag der Fokus sowohl auf der Erfassung des Einflusses auf den 
zellulären GSH-Gehalt als auch auf den Auswirkungen auf die Expression von 
Nrf2/ARE-regulierten Enzymen (γ-GCL). 
4.1.4.1 Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies 
Die intrazelluläre Bildung von ROS wurde mithilfe des 2‘,7‘-Dichlorofluorescein-Assays 
(DCF-Assay) erfasst. Die Methode basiert auf der intrazellulären Oxidation des nicht 
fluoreszierenden 2‘,7‘-Dichlorodihydrofluorescin (DCFH) hin zum fluoreszierenden 
2‘,7‘-Dichlorofluorescein (DCF). Dabei kann das als Diacetat vorliegende Molekül (DCFH-
DA) aufgrund seiner Lipophilie durch die Zellmembran diffundieren, wird im Zytosol 
jedoch durch intrazelluläre Esterasen deacetyliert. Die damit einhergehende Polaritäts-
änderung verhindert, dass DCFH wieder aus der Zelle herausdiffundieren kann. In An-
wesenheit von ROS wird DCFH schließlich zu DCF oxidiert, dessen Fluoreszenz bei 
λ = 525 nm vermessen werden kann (siehe Abschnitt 6.9).  
Die potenzielle Bildung von ROS wurde sowohl nach 1- als auch nach 3-stündiger Ex-
position der Zellen gegenüber den SiO2-Partikeln (12 nm, 40 nm, 200 nm) sowie der Silica-
Suspension über einen Konzentrationsbereich von 0,03 – 156,3 µg/cm² bzw. 
0,02 - 116,8 µg/cm² untersucht. Da die Konzentration des Serumgehalts maßgeblich das Ver-
halten der SiO2-Präparationen beeinflusst (siehe Tabelle 4.1), wurde der DCF-Assay sowohl 
in 10 % FKS-haltigem als auch 1 % FKS-haltigem Medium durchgeführt. Darüber hinaus 
wurde der DCF-Assay zur Bestimmung eines Zusammenhangs zwischen der beobachteten 
zytotoxischen Wirkung und einer potenziellen Bildung von ROS auch nach 24-stündiger 
Inkubation unter zytotoxischen Bedingungen (1 % FKS-haltiges Medium) durchgeführt. 
Als Positivkontrolle wurden 14 nm große CB-Partikel (Printex 90, Evonik Industries, 
Deutschland), die bekanntermaßen zu einer intrazellulären Bildung von ROS führen, in einer 
Konzentration von 15,6 µg/cm² (50 µg/ml) eingesetzt [Stone et al. 1998, Sydlik et al. 2006] 
(siehe Abschnitt 6.9).  
Zur Ermittlung der Effekte wurde der Anstieg der Fluoreszenz über einen Zeitraum von 
zwei Stunden erfasst. Zur Darstellung dieser Messergebnisse wurde die Fluoreszenz-
zunahme der mit Partikeln behandelten Zellen ermittelt, auf die als 100 % normierte 
Mediumkontrolle bezogen und als prozentuale Fluoreszenzzunahme (T/C) gegen die ein-
gesetzte Konzentration aufgetragen (siehe Abschnitt 6.9). 
In Abbildung 4.23 ist der Einfluss verschiedener SiO2-Präparationen (12 nm, 40 nm, 200 nm) 
auf die Bildung intrazellulärer ROS dargestellt. Anhand des Graphen ist zu erkennen, dass 
die Positivkontrolle CB zu einem signifikanten Anstieg des intrazellulären Fluoreszenzlevels 
und damit zur Bildung von ROS führt. Die ROS-Bildung liegt im Falle einer Inkubation mit 
serumarmem (1 % FKS) Medium mit (350 ± 90) % relativer Fluoreszenz deutlich über dem 
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Level von (180 ± 70) %, das in serumreichem Medium (10 % FKS) verzeichnet wurde (siehe 
Abbildung 4.23). Dementgegen weisen die SiO2-Partikelpräparationen weder bei einer Ex-
position mit 1 % noch mit 10 % FKS-Anteil im Medium eine signifikante Beeinflussung des 
intrazellulären ROS-Levels auf und führen damit im untersuchten Konzentrationsbereich 
von 0,03 – 156,3 µg/cm² nicht zu einer Bildung von ROS. 
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Abbildung 4.23: Einfluss verschiedener SiO2-Präparationen (12 nm, 40 nm, 200 nm) auf die Bildung intrazellulärer ROS in 
HT29-Zellen nach 1-stündiger Exposition in 1 % und 10 % FKS-haltigem Zellkulturmedium über einen Konzentrationsbereich 
von 0,03 – 156,3 µg/cm², erfasst mithilfe des DCF-Assays. Carbon Black (CB) wurde in einer Konzentration von 15,6 µg/cm² 
(50 µg/ml) als Positivkontrolle mitgeführt. Darstellung der arithmetischen Mittelwerte ± SD von mindestens drei unabhängigen 
Versuchen bezogen auf die Kontrolle (Medium = 100 %, T/C = treated over control). Signifikante Unterschiede der Proben zur 
Kontrolle (Medium) wurden mittels Students t-Test berechnet: * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001. 153,6 µg/cm² SiO2 ent-
sprechen 500 µg/ml SiO2. 
Abbildung 4.24 zeigt den Einfluss der SiO2-NP Präparationen (12 nm, 40 nm, 200 nm) auf 
die Bildung intrazellulärer ROS nach einer Inkubationszeit von 3 h. Aus der Abbildung geht 
hervor, dass auch eine 3-stündige Inkubation mit 1 % FKS-haltigem bzw. 10 % FKS-haltigem 
Medium nicht zu einer signifikanten Beeinflussung des intrazellulären Fluoreszenzlevels 
führt. Lediglich CB (15,6 µg/cm²) zeigt, bezogen auf die Mediumkontrolle, eine signifikante 
Zunahme des Fluoreszenzlevels, das für beide untersuchten FKS-Konzentrationen im Be-
reich von (400 ± 150) % liegt (siehe Abbildung 4.24). 
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Abbildung 4.24: Einfluss verschiedener SiO2-Präparationen (12 nm, 40 nm, 200 nm) auf die Bildung intrazellulärer ROS in 
HT29-Zellen nach 3-stündiger Exposition in 1 % und 10 % FKS-haltigem Zellkulturmedium über einen Konzentrationsbereich 
von 0,03 – 156,3 µg/cm², erfasst mithilfe des DCF-Assays. Carbon Black (CB) wurde in einer Konzentration von 15,6 µg/cm² 
(50 µg/ml) als Positivkontrolle mitgeführt. Darstellung der arithmetischen Mittelwerte ± SD von mindestens drei unabhängigen 
Versuchen bezogen auf die Kontrolle (Medium = 100 %, T/C = treated over control). Signifikante Unterschiede der Proben zur 
Kontrolle (Medium) wurden mittels Students t-Test berechnet: *** = p < 0,001. 153,6 µg/cm² SiO2 entsprechen 500 µg/ml SiO2. 
Zur Erfassung eines Zusammenhangs zwischen den zytotoxischen Eigenschaften der 
SiO2-Partikel und einer potenziellen Bildung von ROS wurde der Test auch über einen 
Inkubationszeitraum von 24 h durchgeführt. Im Zuge dessen sollte die Bildung von ROS 
durch die Partikelpräparationen insbesondere unter zytotoxischen Bedingungen untersucht 
werden (1 % FKS-haltiges Medium). Vor dem Hintergrund vorangegangener Unter-
suchungen wurde daher lediglich der Konzentrationsbereich von 31,3 – 156,3 µg/cm² im 
DCF-Assay untersucht. In Abbildung 4.25 sind die Ergebnisse der Messung dargestellt. 
Anhand des Graphen ist zu erkennen, dass keine der untersuchten 
SiO2-Partikelpräparationen zu einer signifikanten Veränderung des intrazellulären 
Fluoreszenzlevels führen. CB hingegen führt analog zu den vorherigen Messungen sowohl 
infolge einer Inkubation mit serumarmem (1 % FKS) als auch mit serumreichem Medium 
(10 % FKS) zu einer signifikanten Zunahme des Fluoreszenzsignals auf (1051 ± 216) % bzw. 
(1885 ± 831) %. 
Zusammenfassend betrachtet zeigen die Ergebnisse, dass unabhängig von der Inkubations-
dauer keine der untersuchten SiO2-Partikel zu einer signifikanten Beeinflussung des intra-
zellulären Fluoreszenzlevels führen und somit nicht zu einer Bildung von ROS beitragen. 
Die Positivkontrolle CB führt hingegen, wie anhand der Literaturdaten zu erwarten [Stone et 
al. 1998, Sydlik et al. 2006], in allen Fällen zu einer signifikanten Bildung von ROS, die zeit-
abhängig zunimmt. 
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Abbildung 4.25: Einfluss verschiedener SiO2-Präparationen (12 nm, 40 nm, 200 nm) auf die Bildung intrazellulärer ROS in 
HT29-Zellen nach 24-stündiger Exposition in 1 % und 10 % FKS-haltigem Zellkulturmedium über einen Konzentrationsbereich 
von 31,3 – 156,3 µg/cm², erfasst mithilfe des DCF-Assays. Carbon Black (CB) wurde in einer Konzentration von 15,6 µg/cm² 
(50 µg/ml) als Positivkontrolle mitgeführt. Darstellung der arithmetischen Mittelwerte ± SD von mindestens drei unabhängigen 
Versuchen bezogen auf die Kontrolle (Medium = 100 %, T/C = treated over control). Signifikante Unterschiede der Proben zur 
Kontrolle (Medium) wurden mittels Students t-Test berechnet: *** = p < 0,001. 153,6 µg/cm² SiO2 entsprechen 500 µg/ml SiO2. 
4.1.4.2 Beeinflussung des zellulären Glutathiongehalts 
Die vorangegangenen Ergebnisse des DCF-Assays lassen darauf schließen, dass die hier 
untersuchten SiO2-Partikel (12 nm, 40 nm, 200 nm) in HT29-Zellen nicht zu einer signi-
fikanten Bildung von ROS beitragen. Da der DCF-Assay jedoch nicht alle ROS-Spezies er-
fasst, kann auf der Basis eines negativen Ergebnisses nicht völlig auf die Abwesenheit von 
ROS geschlossen werden. Aus diesem Grund wurde der Einfluss der SiO2-Präparationen auf 
den Redoxstatus auf einer zusätzlichen Ebene, der des zellulären GSH-Status, untersucht. 
GSH stellt aufgrund seines nukleophilen Charakters eine der wichtigsten zelleigenen 
Antioxidanzien dar und spielt eine entscheidende Rolle bei der Abwehr elektrophiler 
Moleküle (siehe Abschnitt 2.7.2.2) [Forman et al. 2009, Lehninger et al. 2005]. 
Die in dieser Arbeit angewandte Methode zur Bestimmung des zellulären GSH-Levels 
basiert auf dem von Tietze [1969] etablierten Verfahren und erfolgte in Form des 
Gesamtglutathiongehalts (total glutathione, tGSH), der die Summe aus GSH und GSSG dar-
stellt. Dabei wurde vor der Quantifizierung des GSH-Gehalts eine Reduktion des als GSSG 
vorliegenden oxidierten Anteils mithilfe von GR vorgenommen. Anschließend erfolgte die 
Quantifizierung des als GSH vorliegenden tGSH-Gehalts durch stöchiometrische Umsetzung 
mit 5,5‘-Dithiobis-(2-nitrobenzoesäure) unter Bildung des bei λ = 412 nm photometrisch er-
fassbaren 5-Thio-2-nitrobenzoat (TNB). Parallel zu diesem Ansatz wurde, unter vorheriger 
Eliminierung des zellulären GSH mittels 2-Vinylpyridin (2-VP), der GSSG-Gehalt bestimmt. 
Dadurch konnte im Anschluss der reine GSH-Anteil berechnet und das Verhältnis zwischen 
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GSH und GSSG angegeben werden, wodurch Aussagen über den Redoxstatus der Zelle 
möglich werden. 
Im Zuge dieser Arbeit konnten bei den durchgeführten Untersuchungen mit der an-
gewendeten Methodik jedoch keine valide Quantifizierung von GSSG durchgeführt werden. 
Ursache hierfür war vermutlich der äußerst geringe GSSG-Gehalt der HT29-Zellen, wodurch 
die ermittelten Werte im Bereich der Nachweisgrenze lagen und somit einer starken 
Streuung unterworfen waren. Aus diesem Grund können im Folgenden nur Aussagen zum 
tGSH-Gehalt und nicht zum GSH/GSSG-Verhältnis getroffen werden. 
Die Bestimmung des tGSH-Gehalts wurde sowohl nach 3- als auch nach 24-stündiger 
Inkubation der Zellen mit SiO2-Partikeln (12 nm, 40 nm, 200 nm) sowie der Silica-Suspension 
durchgeführt. Da das GSH/GSSG-Verhältnis der Zelle nur von lebenden Zellen aufrecht er-
halten werden kann, wurde vor jeder Bestimmung zusätzlich die Viabilität nach Ablauf des 
Inkubationszeitraums mittels Trypanblauausschluss (siehe Abschnitt 6.8.1) erfasst. Um falsch 
positive Ergebnisse auszuschließen, wurden nur Proben mit einer Viabilität oberhalb von 
80 % akzeptiert. Aus diesem Grund wurde die Bestimmung des tGSH-Levels lediglich unter 
Bedingungen (10 % FKS-haltiges Medium) durchgeführt, bei denen zuvor keine zyto-
toxischen Effekte beobachtet werden konnten (siehe Abschnitt 4.1.3). 
Des Weiteren wurden in Abhängigkeit von der Inkubationsdauer unterschiedliche Positiv-
kontrollen eingesetzt, darunter 2-Vinylpyridin (2-VP), Buthioninsulfoximin (BSO) sowie 
t-BHQ (siehe Abbildung 4.26), deren Einfluss auf den zellulären GSH-Gehalt im Folgenden 
kurz erläutert werden soll.  
2-Vinylpyridin (2-VP) L-Buthionin-(S,R)-sulfoximin (BSO) tertiär-Butylhydrochinon (t-BHQ)
Abbildung 4.26: Darstellung der Strukturformeln der verschiedenen Positivkontrollen, die bei der Durchführung der tGSH-
Bestimmung verwendet wurden. 
Die Verwendung von 2-VP als Positivkontrolle beruht auf dessen Fähigkeit, GSH über die 
Vinylgruppe direkt abzufangen, wodurch eine Absenkung des zellulären GSH-Gehalts er-
reicht wird. Da 2-VP zytotoxisch ist, wurde die Substanz lediglich für Kurzzeitinkubationen 
(3 h) mit einer maximalen Konzentration von 0,01 % (v/v) im Medium eingesetzt. Die im 
Zuge einer 24-stündigen Inkubation eingesetzten Positivkontrollen BSO und t-BHQ führen 
entweder zu einer Absenkung oder zu einer Erhöhung des intrazellulären GSH-Gehalts, 
wobei die Wirkung bei Kurzzeitinkubationen nicht signifikant ist. BSO ist eine synthetische 
AS, die durch eine irreversible Hemmung der γ-GCL zu einer Hemmung der de novo 
Synthese von GSH und damit zu einem Abfall des intrazellulären GSH-Levels führt 
[Marengo et al. 2008]. Im Gegensatz dazu handelt es sich bei t-BHQ um einen Redox-Cycler 
(siehe Abschnitt 2.7.1), der durch eine moderate Bildung von ROS als bekannter Aktivator 
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des Nrf2/ARE-Signalwegs gilt und so zu einer Erhöhung des zellulären GSH-Gehalts führt 
(siehe Abschnitt 2.7.2.3 bzw. siehe Abbildung 4.26). 
Zur Auswertung der Messergebnisse wurden diese auf den zellulären Proteingehalt be-
zogen, der mithilfe der in Abschnitt 6.7.2 angegebenen Methode quantifiziert wurde. Für die 
Darstellung der auf 1 mg Protein normierten Ergebnisse wurden diese nochmals auf die 
dazugehörige als 100 % festgesetzte Mediumkontrolle bezogen und als prozentualer tGSH-
Wert gegen den untersuchten Konzentrationsbereich von 0,03 – 156,3 µg/cm² aufgetragen. 
In Abbildung 4.27 sind die Auswirkungen auf den zellulären tGSH-Gehalt von HT29-Zellen 
nach 3-stündiger SiO2-Partikelexposition (12 nm, 40 nm, 200 nm) dargestellt. Anhand der 
Graphik ist zu erkennen, dass eine 0,01%ige 2-VP-Lösung nach einer Inkubationsdauer von 
3 h eine 50%ige Reduktion ((49 ± 10) %) des zellulären GSH-Gehalts verursacht. Weiterhin ist 
Abbildung 4.27 zu entnehmen, dass keine der untersuchten SiO2-Partikel zu einer signi-
fikanten Veränderung der tGSH-Level führen. Generell ist jedoch festzustellen, dass die ge-
messenen Werte im Falle einer Inkubation mit 200 nm SiO2-Partikel meist unterhalb der 
Kontrolle liegen. Im Gegensatz dazu lässt sowohl eine Inkubation mit 12 nm als auch mit 
40 nm SiO2-NP tendenziell eine Zunahme des tGSH-Gehalts erkennen, da die ermittelten Er-
gebnisse im Schnitt oberhalb von 100 % und damit über dem Wert der Kontrolle liegen, 
jedoch aufgrund der Schwankung keine statistische Signifikanz erreichen (siehe Abbildung 
4.27). 
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Abbildung 4.27: Darstellung des Einflusses von SiO2-Partikeln (12 nm, 40 nm, 200 nm) auf den tGSH-Gehalt von HT29-Zellen 
nach 3-stündiger Exposition in 10 % FKS-haltigem Medium über einen Konzentrationsbereich von 0,03 – 156,3 µg/cm² (in Zu-
sammenarbeit mit A. Frühmesser [2009]). Die Bestimmung des tGSH-Status erfolgte nach der Methode von Tietze [1969]. 
2-Vinylpyridin (2-VP; 0,01 %) wurde als Positivkontrolle eingesetzt. Die tGSH-Gehalte sind auf den zellulären Proteingehalt 
normiert und anschließend relativ zur Mediumkontrolle dargestellt (Mediumkontrolle = 30,0 ± 3,9 mmol GSH/mg Protein = 
100 %, T/C = treated over control). Die abgebildeten Ergebnisse sind die arithmetischen Mittelwerte ± SD von mindestens drei un-
abhängigen Versuchen. Signifikante Unterschiede der Proben zur Kontrolle (Medium) wurden mittels Students t-Test be-
rechnet: *** = p < 0,001. 153,6 µg/cm² SiO2 entsprechen 500 µg/ml SiO2. 
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Die Ergebnisse einer 24-stündigen Exposition von HT29-Zellen gegenüber SiO2-NP in 
einem Konzentrationsbereich von 0,03 – 156,3 µg/cm² sind in Abbildung 4.28 dargestellt. 
Anhand der Abbildung ist zu erkennen, dass sowohl BSO (1 mM) als auch t-BHQ (200 µM) 
als Positivkontrollen mitgeführt wurden. Beide Substanzen führen erkennbar zu einer signi-
fikanten Beeinflussung des tGSH-Gehalts der Zellen, wobei die biologischen Effekte jedoch 
völlig diametral zueinander verlaufen. Während BSO mit einer Absenkung auf (18 ± 13) % 
fast zu einer vollständigen Depletion des zellulären GSH-Spiegels führt, kann für den Ein-
satz von t-BHQ eine Zunahme auf (171 ± 13) % verzeichnet werden (siehe Abbildung 4.28). 
Bei Betrachtung der Ergebnisse der Partikelinkubation wird ersichtlich, dass eine Inkubation 
mit 200 nm SiO2-Partikeln im Vergleich zur Mediumkontrolle keine signifikante Ver-
änderung des zellulären tGSH-Levels verursacht. Dabei lässt sich anhand von Abbildung 
4.28 erkennen, dass die ermittelten Werte auf einer Höhe mit der Kontrolle liegen und nur 
geringfügig (91 – 104 %) um die 100 %-Marke schwanken. Auch für eine Inkubation mit den 
40 nm SiO2-NP konnte über den gesamten Konzentrationsbereich keine signifikante Beein-
flussung des tGSH-Gehalts beobachtet werden. Dennoch liegen die tGSH-Level im Gegen-
satz zu denen der 200 nm Partikel immer über der Mediumkontrolle, wobei die Tendenz 
einer konzentrationsabhängigen Zunahme verzeichnet werden kann. Während der ge-
messene tGSH-Gehalt bei einer Konzentration von 0,03 µg/cm² noch bei (103 ± 20) % liegt, 
steigt der Wert bereits bei einer Konzentration von 3,13 µg/cm² auf (120 ± 10) % an, um 
schließlich bei 156,3 µg/cm² einen maximalen Wert von (124 ± 22) % zu erreichen (siehe Ab-
bildung 4.28). Weiterhin zeigt Abbildung 4.28, dass nach 24-stündiger Inkubation mit 12 nm 
SiO2-NP ebenfalls eine Zunahme des zellulären tGSH-Spiegels vorliegt, die ab einer 
Konzentration von 31,3 µg/cm² mit (141 ± 21) % ein signifikantes Level erreicht. Infolge einer 
Zunahme der SiO2-Partikelkonzentration ist auch ein weiterer konzentrationsabhängiger 
Anstieg des tGSH-Gehalts zu verzeichnen, der mit (160 ± 31) % bei einer Flächen-
konzentration von 156,3 µg/cm² ein Maximum erreicht (siehe Abbildung 4.28). 
Ein Vergleich der Effekte der verschiedenen Partikelpräparationen lässt erkennen, dass 
neben einer konzentrationsabhängigen Zunahme vor allem ein partikelgrößenabhängiger 
Effekt auftritt, bei dem beobachtete Wirkung und Partikeldurchmesser invers miteinander 
zu korrelieren scheinen (siehe Abbildung 4.28). Dabei treten zwischen den 12 nm SiO2-NP 
und den 200 nm SiO2-Partikeln ab einer Konzentration von 31,3 µg/cm² signifikante Unter-
schieden auf. Die Auswirkungen der 40 nm SiO2-NP unterscheiden sich lediglich bei einer 
Konzentration von 31,3 µg/cm² signifikant von den Effekten der 200 nm SiO2-Partikel. 
Dementgegen weisen die Effekte der 12 nm und 40 nm SiO2-NP trotz des vergleichsweise 
stärkeren Anstiegs des tGSH-Gehalts infolge einer Inkubation mit 12 nm SiO2-NP keinen 
signifikanten Unterschied zueinander auf (siehe Abbildung 4.28).  
Darüber hinaus wird bei der Gegenüberstellung der Ergebnisse nach 3- und 24-stündiger 
Exposition deutlich, dass der durch die SiO2-NP ausgelöste biologische Effekt zeitabhängig 
ist und erst mit zunehmender Expositionsdauer zum Vorschein tritt (siehe Abbildung 4.27 
und Abbildung 4.28). 
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Abbildung 4.28: Darstellung des Einflusses von SiO2-Partikeln (12 nm, 40 nm, 200 nm) auf den tGSH-Gehalt von HT29-Zellen 
nach 24-stündiger Exposition in 10 % FKS-haltigem Medium über einen Konzentrationsbereich von 0,03 – 156,3 µg/cm² (in Zu-
sammenarbeit mit A. Frühmesser [2009]). Die Bestimmung des tGSH-Status erfolgte nach der Methode von Tietze [1969]. 
Buthioninsulfoximin (BSO, 1 mM) und tert.-Butylhydrochinon (t-BHQ, 200 µM) wurden als Positivkontrollen eingesetzt. Die 
tGSH-Gehalte sind auf den zellulären Proteingehalt normiert und anschließend relativ zur Mediumkontrolle dargestellt 
(Mediumkontrolle = 26,1 ± 4,7 mmol GSH/mg Protein = 100 %, T/C = treated over control). Die abgebildeten Ergebnisse sind die 
arithmetischen Mittelwerte ± SD von mindestens drei unabhängigen Versuchen. Signifikante Unterschiede der Proben zur 
Kontrolle (Medium) wurden mittels Students t-Test berechnet: * = p < 0,05; *** = p < 0,001. Signifikante Unterschiede zwischen 
den Partikelpräparationen # = p < 0,05; ## = p < 0,01. 153,6 µg/cm² SiO2 entsprechen 500 µg/ml SiO2. 
Neben dem Einfluss der als trockene Pulver vorliegenden SiO2-Partikel wurde auch die 
Auswirkung der mittels Ultraschall unter hohem Energieeintrag hergestellten Silica-
Suspension auf den zellulären tGSH-Gehalt untersucht. Die Experimente wurden ebenfalls 
nur unter hohen FKS-Konzentrationen durchgeführt. Darüber hinaus wurde sowohl eine 3- 
als auch eine 24-stündige Inkubation durchgeführt, um einen potenziellen Einfluss der Zeit 
auf den tGSH-Gehalt zu erfassen. Aufgrund der Tatsache, dass diese Messungen in einer 
Versuchsreihe mit den SiO2-Partikeln (12 nm, 40 nm, 200 nm) erstellt wurden, sind die in 
Abbildung 4.29 und Abbildung 4.30 dargestellten Werte der Positivkontrollen identisch mit 
denen der Abbildung 4.27 bzw. Abbildung 4.28. Aufgrund der abweichender Flächen-
konzentrationen wurden die infolge einer Inkubation mit der Silica-Suspension erhalten Er-
gebnisse in separaten Graphen dargestellt. 
In Abbildung 4.29 ist der Einfluss der Silica-Suspension auf den zellulären tGSH-Gehalt 
von HT29-Zellen nach einer Inkubationszeit von 3 h über einen Konzentrationsbereich von 
0,02 – 116,8 µg/cm² dargestellt. Aus den in dem Graphen abgebildeten Daten wird ersicht-
lich, dass keinerlei signifikante Beeinflussung des tGSH-Spiegels vorliegt. Unabhängig 
davon lässt die Inkubation mit der Silica-Suspension bis zu einer Konzentration von 
23,4 µg/cm² tendenziell einen Anstieg des tGSH-Gehalts erkennen, da die Ergebnisse im 
Mittel oberhalb von 100 % und damit über dem Wert der Kontrolle liegen. 
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Abbildung 4.29: Darstellung des Einflusses der unter hohem Energieeintrag mittels Ultraschall hergestellten Silica-Suspension 
auf den tGSH-Gehalt von HT29-Zellen nach 3-stündiger Exposition in 10 % FKS-haltigem Medium über einen Konzentrations-
bereich von 0,02 – 116,8 µg/cm² (in Zusammenarbeit mit A. Frühmesser [2009]). Die Bestimmung des tGSH-Status erfolgte nach 
der Methode von Tietze [1969]. 2-Vinylpyridin (2-VP; 0,01 %) wurde als Positivkontrolle verwendet. Die tGSH-Gehalte sind auf 
den zellulären Proteingehalt normiert und anschließend relativ zur Mediumkontrolle dargestellt (Medium-
kontrolle = 30,0 ± 3,9 mmol GSH/mg Protein = 100 %, T/C = treated over control). Die abgebildeten Ergebnisse sind die 
arithmetischen Mittelwerte ± SD von mindestens drei unabhängigen Versuchen. Signifikante Unterschiede der Proben zur 
Kontrolle (Medium) wurden mittels Students t-Test berechnet: *** = p < 0,001. 116,8 µg/cm² SiO2 entsprechen 500 µg/ml SiO2. 
Die Ergebnisse einer 24-stündigen Inkubation sind in Abbildung 4.30 zusammengefasst. 
Dabei ist zu erkennen, dass die Inkubation mit der Silica-Suspension bei HT29-Zellen ab 
einer Konzentration von 11,7 µg/cm² zu einer signifikanten Erhöhung des intrazellulären 
tGSH-Spiegels auf (130 ± 7) % führt. Eine weitere Erhöhung der SiO2-Flächenkonzentration 
führt in den beiden darauffolgenden Konzentrationsschritten lediglich zu einer marginal 
ausfallenden zusätzlichen Zunahme des tGSH-Gehalts. Im Falle der höchsten untersuchten 
SiO2-Konzentration von 116,8 µg/m² kann nochmals ein Anstieg des tGSH-Spiegel auf ein 
Maximum von (148 ± 8) % verzeichnet werden. 
Der Vergleich der biologischen Effekte nach 3- und 24-stündiger Inkubation deutet analog 
zu den vorangegangenen Ergebnissen auf einen zeitabhängigen Einfluss der Silica-
Suspension auf den zellulären tGSH-Gehalt von HT29-Zellen hin (siehe Abbildung 4.29 und 
Abbildung 4.30). 
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Abbildung 4.30: Darstellung des Einflusses der unter hohem Energieeintrag mittels Ultraschall hergestellten Silica-Suspension 
auf den tGSH-Gehalt von HT29-Zellen nach 24-stündiger Exposition in 10 % FKS-haltigem Medium über einen Konzentrations-
bereich von 0,02 – 116,8 µg/cm² (in Zusammenarbeit mit A. Frühmesser [2009]). Die Bestimmung des tGSH-Status erfolgte nach 
der Methode von Tietze [1969]. BSO (1 mM) und t-BHQ (200 µM) wurden als Positivkontrollen verwendet. Die tGSH-Gehalte 
sind auf den zellulären Proteingehalt normiert und anschließend relativ zur Mediumkontrolle dargestellt (Medium-
kontrolle = 26,1 ± 4,7 mmol GSH/mg Protein = 100 %, T/C = treated over control). Die abgebildeten Ergebnisse sind die 
arithmetischen Mittelwerte ± SD von mindestens drei unabhängigen Versuchen. Signifikante Unterschiede der Proben zur 
Kontrolle (Medium) wurden mittels Students t-Test berechnet: *** = p < 0,001. 116,8 µg/cm² SiO2 entsprechen 500 µg/ml SiO2. 
Eine Gegenüberstellung der Ergebnisse der biologischen Effekte der Silica-Suspension im 
Vergleich zu denen der 12 nm SiO2-NP ist aufgrund der unterschiedlichen Flächen-
konzentrationen nur eingeschränkt möglich. Dennoch ist festzustellen, dass beide 
SiO2-Präparationen einen vergleichbaren Trend bei der Ausprägung ihres biologischen 
Effektes aufweisen. In beiden Fällen kann eine Zunahme des zellulären tGSH-Gehalts ver-
zeichnet werden, dessen Ausprägung jedoch erst nach einer 24-stündigen Exposition gegen-
über der Mediumkontrolle signifikant wird. Dabei kann im Fall der Silica-Suspension, deren 
Agglomerate durch intensive Ultraschallbehandlung im Vergleich zu den 12 nm SiO2-NP 
verkleinert wurden, bereits bei einer Flächenkonzentration von 11,7 µg/cm² ein signifikanter 
Anstieg des tGSH-Gehalts beobachtet werden, während infolge einer Inkubation mit 12 nm 
SiO2-NP erst bei einer Konzentration von 31,3 µg/cm² ein signifikantes Niveau erreicht wird 
Ein direkter Vergleich der Partikelgrößenabhängigkeit der Effekte ist aufgrund fehlender 
Vergleichskonzentrationen schwierig. Daher wurden zur besseren Vergleichbarkeit der Er-
gebnisse der beiden SiO2-Präparationen die Werte im Konzentrationsbereich von 
11,7 - 156,3 µg/cm² in einem Graphen aufgetragen (siehe Abbildung 4.31). Der lineare Fit in 
Abbildung 4.31 zeigt, dass die LDH-Aktivität infolge einer Inkubation mit den 12 nm 
SiO2-NP geringfügig schneller zunimmt als nach einer Exposition der Zellen gegenüber der 
Silica-Suspension. Des Weiteren zeigt die Darstellung, dass die SD der Messpunkte die 
jeweils andere extrapolierte Gerade mit einschließen, sodass im untersuchten 
Konzentrationsbereich bis 116,8 µg/cm² wahrscheinlich kein signifikanter Unterschied 
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zwischen beiden SiO2-Präparationen und damit auch keine signifikante Partikelgrößen-
abhängigkeit vorliegt (siehe Abbildung 4.31). 
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Abbildung 4.31: Vergleich der tGSH-Gehalte proliferierender HT29-Zellen nach 24-stündiger Inkubation mit 12 nm SiO2-NP 
und der Silica-Suspension über einen Konzentrationsbereich von 11,7 µg/cm² - 156,3 µg/cm². Darstellung der Geraden-
gleichungen nach linearem Fit unter Verwendung der Daten aus Abbildung 4.28 und Abbildung 4.30 
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4.1.4.3 Beeinflussung der Expression von γ-GCL 
Die vorangegangenen Untersuchungen zum Einfluss der SiO2-Präparationen auf den 
zellulären Redoxstatus zeigten eine signifikante Zunahme des zellulären tGSH-Spiegels nach 
24-stündiger Inkubation. Zur Bestätigung der Ergebnisse des tGSH-Assays wurde der Ein-
fluss verschiedener Silica-Präparationen (12 nm, Silica-Suspension) auf die Expression der 
mRNA der γ-GCL mithilfe der quantitativen Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion 
(quantitative real-time polymerase chain reaction; qRT-PCR) untersucht (siehe Abschnitt 6.9.3). 
Die γ-GCL ist ein dimeres Enzym, das im Zuge der zelleigenen de novo Synthese von GSH 
die Verknüpfung der AS Glutamat und Cystein vermittelt und damit einen Schlüsselschritt 
der Neubildung katalysiert. Die regulatorischen Aufgaben werden dabei von der 
modulatorischen Untereinheit der γ-GCL (GCLM) übernommen, während die katalytische 
Untereinheit (GCLC) den Syntheseschritt katalysiert (siehe Abschnitt 2.7.2.4). Die Expression 
beider Subeinheiten wird bekanntermaßen über den Nrf2/ARE-Signalweg kontrolliert (siehe 
Abschnitt 2.7.2.3 bzw. 2.7.2.4) [Griffith 1999]. 
Der Einfluss der verschiedenen SiO2-Präparationen auf die Expression der γ-GCL wurde 
infolge einer Inkubation mit den 12 nm SiO2-NP sowie der Silica-Suspension durchgeführt, 
da lediglich für diese beiden Präparationen eine signifikante Zunahme des tGSH-Spiegels 
beobachtet werden konnte (siehe Abschnitt 4.1.4.2). Da diese signifikante Beeinflussung des 
tGSH-Gehalts erst nach 24-stündiger und nicht bereits nach 3-stündiger Inkubationsdauer 
auftrat, ist anzunehmen, dass eine Veränderung der Expression der γ-GCL innerhalb dieses 
Zeitraums auftritt. Aus diesem Grund wurde das Transkriptionslevel sowohl nach 8- als 
auch nach 24-stündiger Inkubation untersucht. Darüber hinaus wurden die Untersuchungen 
nur unter nicht-zytotoxischen, serumreichen Bedingungen (10 % FKS) durchgeführt, da 
andernfalls mögliche Auswirkungen durch zytotoxische Effekte überlagert werden konnten.  
Als Positivkontrolle wurde, analog zu den Untersuchungen zum zellulären tGSH-Gehalt 
(siehe Abschnitt 4.1.4.2), eine 200 µM t-BHQ -Lösung verwendet. Da t-BHQ in wässrigen 
Systemen nur schwer löslich ist, wurde die Substanz in konzentrierter Form zuerst in Di-
methylsulfoxid (DMSO) gelöst und anschließend in Zellkulturmedium verdünnt, sodass 
t-BHQ in seiner Endkonzentration (200 µM) lediglich in einer 1%igen DMSO-Lösung im 
applizierten Zellkulturmedium vorlag. Die Wirkungsweise von t-BHQ beruht auf der 
moderaten Bildung von ROS aufgrund eines Redox-Cyclings, was in weiterer Folge zu einer 
Aktivierung des Nrf2/ARE-Signalwegs führt (siehe Abschnitt 2.7.1). 
Die Auswertung der Transkriptionswerte des untersuchten Zielgens γ-GCL erfolgte unter 
Bezug auf die Transkriptionswerte des mitgeführten endogenen Kontroll- bzw. housekeeping 
Gens β-Aktin. Die dadurch ermittelten Daten wurden relativ in Bezug zu der auf den Wert 1 
festgelegten Kontrolle gesetzt, bei der es sich im Fall der SiO2-Präparationen um reines Zell-
kulturmedium handelte, wohingegen für t-BHQ Medium mit 1 % DMSO herangezogen 
wurde. Zur graphischen Darstellung der Ergebnisse wurde die relative Transkription des 
Zielgens gegen die eingesetzte Flächenkonzentration der entsprechenden 
SiO2-Präparationen aufgetragen. 
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Abbildung 4.32 zeigt die Ergebnisse einer 8-stündigen Inkubation mit 12 nm SiO2-NP über 
einen Konzentrationsbereich von 0,03 – 156,3 µg/cm². Die Positivkontrolle t-BHQ zeigt in 
Bezug auf ihre DMSO-Kontrolle einen signifikanten Anstieg der Transkriptmenge der GCLC 
auf einen Wert von 5,8 ± 1,9. Dementgegen kann für keine der eingesetzten 
SiO2-Konzentrationsstufen eine signifikante Beeinflussung der Transkription von GCLC be-
obachtet werden (siehe Abbildung 4.32). 
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Abbildung 4.32: Beeinflussung der Gentranskription der katalytischen Untereinheit der γ-Glutamylcysteinligase (GCLC) in 
HT29-Zellen nach 8-stündiger Inkubation mit 12 nm SiO2-NP in 10 % FKS-haltigem Medium über einen Konzentrationsbereich 
von 0,03 – 156,3 µg/cm², bestimmt mittels qRT-PCR. Als Positivkontrolle diente eine 200 µM tert.-Butylhydrochinon-Lösung 
(t-BHQ, 1 % DMSO im Zellkulturmedium in der Endverdünnung). Darstellung des arithmetischen Mittelwerts ± SD der 
relativen Transkription von mindestens drei unabhängigen Versuchen bezogen auf die jeweilige auf 1 festgesetzte Kontrolle 
(Bezug für SiO2-NP = Medium, Bezug für t-BHQ = 1 % DMSO in Medium). Transkriptmenge normalisiert auf das housekeeping 
Gen β-Aktin. Signifikante Unterschiede der Proben zur Kontrolle (Bezug für SiO2-NP = Medium, Bezug für t-BHQ = 1 % DMSO 
in Medium) wurden mittels Students t-Test berechnet: * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001. 156,3 µg/cm² SiO2 entsprechen 
500 µg/ml SiO2. 
Abbildung 4.33 stellt den Einfluss auf die Transkription der GCLC sowie der GCLM infolge 
einer 24-stündigen Inkubation von HT29-Zellen mit 12 nm SiO2-NP über einen 
Konzentrationsbereich von 0,03 – 156,3 µg/cm² dar. Anhand der Abbildung ist zu erkennen, 
dass die Inkubation mit der Positivkontrolle t-BHQ zu einer signifikanten Zunahme der 
Transkripte beider Untereinheiten führt. Der Vergleich der Transkriptmengen zeigt, dass der 
Anstieg im Fall der GCLM auf einem Wert von 3,4 ± 1,0 geringfügig unter dem der GCLC 
mit einer Zunahme auf 3,6 ± 1,1 liegt. Bei Betrachtung der Ergebnisse der Partikelinkubation 
wird ersichtlich, dass in Hinblick auf die Transkriptmenge der GCLC ein konzentrations-
abhängiger Anstieg im Vergleich zur Kontrolle verzeichnet werden kann. Bei einer Flächen-
konzentration von 93,8 µg/cm² erreicht dieser Effekt mit einem Wert von 1,6 ± 0,2 ein signi-
fikantes Niveau und steigt infolge einer Zunahme der SiO2-Konzentration nochmals auf 
1,8 ± 0,3 an. Analog dazu kann auch für die Transkripte der GCLM eine konzentrations-
abhängige Zunahme beobachten werden, die mit einem Wert von 1,2 ± 0,1 bereits ab einer 
Konzentration von 31,3 µg/cm² ein signifikantes Level erreichen. Im weiteren Verlauf nimmt 
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die Transkriptmenge mit steigendem SiO2-NP Gehalt weiterhin zu und erreicht mit einem 
Wert von 1,5 ± 0,2 bei einer Konzentration von 156,3 µg/cm² ein Maximum (siehe Abbildung 
4.33). 
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Abbildung 4.33: Beeinflussung der Gentranskription der katalytischen (GCLC) bzw. modulatorischen Untereinheit (GCLM, ge-
streifte Balken) der γ-Glutamylcysteinligase in HT29-Zellen nach 24-stündiger Inkubation mit 12 nm SiO2-NP in 10 % 
FKS-haltigem Medium über einen Konzentrationsbereich von 0,03 – 156,3 µg/cm², bestimmt mittels qRT-PCR. Als Positiv-
kontrolle wurde eine 200 µM tert.-Butylhydrochinon-Lösung (t-BHQ) verwendet (1 % DMSO im Zellkulturmedium in der 
Endverdünnung). Darstellung des arithmetischen Mittelwerts ± SD der relativen Transkription [%] von mindestens drei un-
abhängigen Versuchen bezogen auf die jeweilige auf 1 festgesetzte Kontrolle (Bezug für SiO2-NP = Medium, Bezug für t-BHQ = 
1 % DMSO in Medium). Transkriptmenge normalisiert auf das housekeeping Gen β-Aktin. Signifikante Unterschiede der Proben 
zur Kontrolle (Bezug für SiO2-NP = Medium, Bezug für t-BHQ = 1 % DMSO in Medium) wurden mittels Students t-Test be-
rechnet: * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001. 156,3 µg/cm² SiO2 entsprechen 500 µg/ml SiO2. 
Der Vergleich der Ergebnisse der beiden untersuchten Zielgene zeigt, dass die 12 nm 
SiO2-NP auf beide Untereinheiten einen stimulierenden Einfluss ausüben, der im Falle der 
GCLC jedoch stärker ausgeprägt ist. Neben einem konzentrationsabhängigen Einfluss (siehe 
Abbildung 4.33), scheint der Effekt darüber hinaus auch einem zeitlichen Einfluss zu unter-
liegen, da eine 8-stündige Inkubation zu keiner Modulation des Expressionslevels der GCLC 
führt (vergleiche Abbildung 4.32 mit Abbildung 4.33). 
Der Einfluss der Silica-Suspension auf die Transkription der γ-GCL ist in Abbildung 4.34 
dargestellt. Da vorangegangene Untersuchungen gezeigt haben, dass lediglich nach 
24-stündiger Inkubation ein Effekt auf Transkriptionsebene zu beobachten ist (siehe Ab-
bildung 4.33), wurden die Auswirkungen der Silica-Suspension ausschließlich nach 24 h 
untersucht. Darüber hinaus wurde im Rahmen der Experimente mit der Silica-Suspension 
nur ein Einfluss auf die GCLC untersucht, da sich diese in vorangegangenen Unter-
suchungen mit den 12 nm SiO2-NP als stärker induzierbar erwiesen hatte (siehe Abbildung 
4.33). Anhand der in Abbildung 4.34 dargestellten Ergebnisse ist in einem Konzentrations-
bereich von 0,02 - 23,4 µg/cm² keine Beeinflussung der Transkription von GCLC zu er-
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kennen. Eine Erhöhung der SiO2-Konzentration auf 58,4 µg/cm² hingegen führt zu einem 
signifikanten Anstieg der Transkriptmenge der GCLC auf 1,5 ± 0,2. Infolge einer weiteren 
Zunahme des SiO2-Gehalts auf 116,8 µg/cm² ist nochmals ein Anstieg des Expressionslevels 
auf einen maximalen Wert von 2,1 ± 0,1 zu verzeichnen. 
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Abbildung 4.34: Beeinflussung der Gentranskription der katalytischen Untereinheit der γ-Glutamylcysteinligase (GCLC) in 
HT29-Zellen nach 24-stündiger Inkubation mit der unter hohem Energieeintrag hergestellten Silica-Suspension in 10 % 
FKS-haltigem Medium über einen Konzentrationsbereich von 0,02 – 116,8 µg/cm², bestimmt mittels qRT-PCR (in Zusammen-
arbeit mit A. Frühmesser, Diplomarbeit, KIT [2009]). Als Positivkontrolle diente eine 200 µM tert.-Butylhydrochinon-Lösung 
(t-BHQ in 1 % DMSO im Zellkulturmedium in der Endverdünnung). Darstellung des arithmetischen Mittelwerts ± SD der 
relativen Transkription [%] von mindestens drei unabhängigen Versuchen bezogen auf die jeweilige auf 1 festgesetzte Kontrolle 
(Bezug für SiO2-NP = Medium, Bezug für t-BHQ = 1 % DMSO in Medium). Transkriptmenge normalisiert auf das housekeeping 
Gen β-Aktin. Signifikante Unterschiede der Proben zur Kontrolle (Bezug für SiO2-NP = Medium, Bezug für t-BHQ = 1 % DMSO 
in Medium) wurden mittels Students t-Test berechnet: * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001. 156,3 µg/cm² SiO2 entsprechen 
500 µg/ml SiO2. 
Ein Vergleich der Ergebnisse der γ-GCL Transkription infolge einer Inkubation mit den 
12 nm SiO2-NP bzw. der Silica-Suspension ist aufgrund der unterschiedlichen Flächen-
konzentrationen lediglich eingeschränkt möglich, wobei der Effekt jedoch infolge einer 
Inkubation mit der Silica-Suspension stärker ausgeprägt zu sein scheint (vergleiche Ab-
bildung 4.34 mit Abbildung 4.33). Zur besseren Vergleichbarkeit der Ergebnisse wurden die 
Werte beider SiO2-Präparationen im Konzentrationsbereich von 2,34 – 156,3 µg/cm² in einem 
Graphen aufgetragen (siehe Abbildung 4.35). Anhand dieses Graphen ist zu erkennen, dass 
die Ergebnisse beider Präparationen ein vergleichbares Muster aufweisen, bei dem in beiden 
Fällen ein konzentrationsabhängiger Anstieg der Transkriptmenge zu verzeichnen ist. Der 
lineare Fit in Abbildung 4.35 zeigt, dass die relative Transkription infolge einer Inkubation 
mit der Silica-Suspension tendenziell schneller zunimmt als nach einer Exposition der Zellen 
gegenüber den 12 nm SiO2-NP. Des Weiteren kann ein signifikanter Anstieg der 
γ-GCL-Transkription durch die Silica-Suspension bereits ab einer Konzentration von 
58,4 µg/cm² verzeichnet werden und damit bei deutlich geringeren SiO2-Gehalten als nach 
einer Inkubation mit den 12 nm SiO2-NP, was auf eine Partikelgrößenabhängigkeit des 
4 Ergebnisse und Diskussion 
146 
 
Effekts hinweisen könnte. Dementgegen zeigt die Darstellung, dass die SD der meisten 
Messpunkte die jeweils andere extrapolierte Gerade mit einschließen, sodass im unter-
suchten Konzentrationsbereich bis 116,8 µg/cm² wahrscheinlich kein signifikanter Unter-
schied zwischen beiden SiO2-Präparationen und damit auch keine signifikante Partikel-
größenabhängigkeit vorliegt (siehe Abbildung 4.31). 
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Abbildung 4.35: Abbildung 4.36: Vergleich der relativen Transkription des katalytischen Untereinheit der 
γ-Glutamylcysteinligase (GCLC) proliferierender HT29-Zellen nach 24-stündiger Inkubation mit 12 nm SiO2-NP und der Silica-
Suspension über einen Konzentrationsbereich von 2,34 µg/cm² - 156,3 µg/cm². Darstellung der Geradengleichungen nach 
linearem Fit unter Verwendung der Daten aus Abbildung 4.28 und Abbildung 4.30 
 
4.1.4.4 Zusammenfassung und Diskussion des Einflusses von Silica-Nanopartikeln auf 
den zellulären Redoxstatus 
Die im Zuge dieser Arbeit untersuchten SiO2-Präparationen (12 nm, 40 nm, 200 nm, 
Silica-Suspension) zeigten infolge einer Kurzzeitinkubation über einen Konzentrations-
bereich von 0,03 – 156,3 µg/cm² bzw. 0,02 – 116,8 µg/cm² weder nach 1 h noch nach 3 h einen 
signifikanten Anstieg der Fluoreszenzintensität im DCF-Assay. In diesem Zusammenhang 
konnte auch festgestellt werden, dass die Inkubationsbedingungen in Bezug auf die ein-
gesetzte Serumkonzentration im Gegensatz zur Zytotoxizität keinen Einfluss auf das Ergeb-
nis hatten. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die getesteten SiO2-Präparationen in 
HT29-Zellen weder unter hohen (10 % FKS) noch unter niedrigen (1 % FKS) 
FKS-Konzentrationen im Inkubationsmedium zur Bildung von intrazellulären ROS führen 
(siehe Abbildung 4.23 und Abbildung 4.24). 
Zur Überprüfung, inwieweit die zuvor nachgewiesene Zytotoxizität mit einer potenziellen 
Bildung von ROS verknüpft ist, wurden weitere Experimente durchgeführt. Dazu wurde 
zum einen der DCF-Assay unter Bedingungen durchgeführt, bei denen zuvor ein deutlich 
zytotoxisches Potenzial festgestellt werden konnte. Die Ergebnisse zeigen, dass auch nach 
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24-stündiger Inkubation mit hohen (zytotoxischen) Konzentrationen (31,3 – 156,3 µg/cm²) 
der SiO2-Partikel (12 nm, 40 nm, 200 nm) keine Zunahme der Fluoreszenzintensität in 
HT29-Zellen detektiert werden konnte, was somit gegen eine Bildung von ROS durch die 
untersuchten Partikel spricht (siehe Abbildung 4.25).  
Zum anderen wurde zur Bestätigung dieser Ergebnisse ein redoxprotektiver LDH-Assay 
durchgeführt, mithilfe dessen ebenfalls ein Einfluss potenzieller ROS auf die partikel-
induzierte Zytotoxizität untersucht werden sollte (siehe Abschnitt 4.1.3.4). Dazu wurde eine 
Koinkubation der SiO2-Partikel mit NAC bei einer Konzentration von 1 mM durchgeführt. In 
vorangegangenen Experimenten konnte in diesem Zusammenhang gezeigt werden, dass 
NAC in dieser Konzentration einerseits nicht zytotoxisch für HT29-Zellen ist (siehe Ab-
bildung 4.20), andererseits jedoch nach 24-stündiger Inkubation zu einer signifikanten 
Reduktion NP-induzierter (CB 15,6 µg/cm²) ROS führen kann (siehe Abbildung 4.21). Die 
Koinkubation von NAC mit den SiO2-Partikeln (12 nm, 40 nm, 200 nm) konnte jedoch keine 
signifikante Reduktion der zytotoxischen Eigenschaften der Partikel nachweisen. Zusammen 
mit den Ergebnissen des DCF-Assays nach 24-stündiger Inkubation führen diese Erkennt-
nisse zu der Schlussfolgerung, dass ROS nicht oder nur in äußerst geringem Ausmaß an der 
durch SiO2 verursachten Zytotoxizität beteiligt sind. Darüber hinaus werden dadurch die in-
folge einer 1- und 3-stündigen Inkubation mithilfe des DCF-Assays ermittelten Ergebnisse 
gestützt und lassen eine Bildung signifikanter Mengen ROS durch SiO2-NP in HT29-Zellen 
unwahrscheinlich erscheinen. 
Diese Ergebnisse stehen jedoch im Widerspruch zu einer Reihe verschiedener Studien, die 
für amorphe SiO2-NP eine Bildung von ROS nachweisen konnten. Die Bandbreite der hin-
sichtlich dieses Parameters untersuchten Zelltypen umfasst dabei mehrere verschiedene 
humane und tierische Zelllinien, darunter A549-Zellen [Akhtar et al. 2010a, Choi et al. 2009, 
Lin et al. 2006a], die humane Lungenepithelzelllinie BEAS-2B [Eom und Choi 2009], die 
humane Hepatozytenzelllinie L0-2 [Ye et al. 2010b], murine embryonale Herzmuskelzellen 
(H9c2(2-1))[Ye et al. 2010a] sowie murine Makrophagen (RAW264.7) [Sohaebuddin et al. 
2010]. Des Weiteren soll an dieser Stelle eine Studie von Gerloff et al. [2009] erwähnt werden, 
in der die Bildung von oxidativem Stress in der humanen Kolonkarzinomzelllinie Caco-2 ge-
zeigt werden konnte. Dabei unterscheidet sich diese Studie von den vorangegangenen 
dahingehend, dass die ROS-Bildung indirekt anhand der Bildung oxidativer DNA-Schäden 
nachgewiesen wurde. Diese Studie zeigt, dass ROS durch amorphe SiO2-NP auch in Zellen 
gastrointestinalen Ursprungs gebildet werden können. Die Bandbreite der Zellen, in denen 
eine ROS-Bildung nachgewiesen werden konnte, lässt darauf schließen, dass dieser Effekt 
nicht spezifisch auf einen Zelltyp begrenzt ist, wobei Ausnahmen nicht ausgeschlossen 
werden können.  
Ein Vergleich verschiedener Studien untereinander zeigt, dass in den meisten Fällen eine 
Konzentrationsabhängigkeit der ROS-Bildung zu erkennen ist (siehe Tabelle 4.3). Anhand 
der Tabelle wird jedoch auch ersichtlich, dass eindeutige Aussagen hinsichtlich der Faktoren, 
die zu einer Bildung von ROS führen, schwierig sind. So zeigte sich beim Vergleich des zeit-
lichen Einflusses, dass in manchen Fällen erst nach 72-stündiger [Choi et al. 2009], teilweise 
jedoch auch bereits nach 24-stündiger Exposition [Eom und Choi 2009], ein signifikanter An-
stieg des ROS-Gehalts vorlag, obwohl es sich bei beiden getesteten Zelllinien um humane 
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Lungenzellen handelte und die Studie mit der längeren Inkubationszeit eine höhere 
Konzentration einsetzte (siehe Tabelle 4.3). Dies führt zum nächsten Punkt, dem Einfluss der 
Konzentration, der ebenfalls schwer zu bewerten ist, da die Bildung von ROS sowohl für 
extrem hohe (500 µg/ml) [Choi et al. 2009] als auch extrem niedrige (0,1 mg/l) SiO2-Gehalte 
[Ye et al. 2010a] nachgewiesen werden konnte (siehe Tabelle 4.3). Hinsichtlich eines Ein-
flusses der Serumkonzentration kann ebenfalls keine genaue Aussage getroffen werden, da 
allzu oft entsprechende Angaben fehlten oder nicht eindeutig waren (siehe Tabelle 4.3). In 
diesem Zusammenhang wurde jedoch von einigen Studien der Anschein erweckt, dass die 
Abwesenheit von Serum zu einer verminderten Agglomeration führte, wodurch bereits bei 
deutlich geringeren Konzentrationen eine signifikante ROS-Bildung auftrat [Eom und Choi 
2009, Ye et al. 2010a, Ye et al. 2010b]. Gleichzeitig könnte die Anwesenheit von Serum auch zu 
einem Abfangen potenziell gebildeten ROS führen, was eine ROS-Bildung zur Folge hätte, 
die lediglich bei höheren SiO2-Gehalten detektierbar wäre. Dem widerspricht jedoch die 
Studie von Shi et al. [2010], die in Abwesenheit von Serum durchgeführt wurde und in der 
trotz vergleichbarer Partikeldurchmesser erst bei verhältnismäßig hohen Konzentrationen 
(100 µg/ml) eine signifikante ROS-Bildung nachgewiesen werden konnte (siehe Tabelle 4.3). 
Auch in Hinblick auf Größenabhängigkeit erscheinen die Studien widersprüchlich, da teil-
weise infolge einer Inkubation mit größeren NP (86 nm) keine signifikanten ROS-Bildung 
nachgewiesen werden konnte [Eom und Choi 2009], wohingegen andere Studien eine signi-
fikanten Zunahme an ROS durch Agglomerate von mehreren Hundert nm verzeichnen 
konnten [Akhtar et al. 2010a, Lin et al. 2006a]. Dies lässt sich jedoch eventuell darauf zurück-
führen, dass im Falle einer Agglomeration die SOF lediglich geringfügig abnimmt 
[FAO/WHO 2009] und somit immer noch über der von einzelnen NP mit größerem Durch-
messer liegen kann. Vor diesem Hintergrund könnte die SOF eine wichtige Rolle bei der 
Bildung von ROS durch amorphe SiO2-NP spielen. In diesem Zusammenhang wird jedoch 
darauf hingewiesen, dass die momentane Datenlage keine allgemeingültige Aussage zulässt 
und dass die zuvor angestellten Überlegungen spekulativer Natur sind. Ein Einfluss weiterer 
Faktoren kann daher nicht außer Acht gelassen werden. Gerade in Hinblick auf die in dieser 
Arbeit erhaltenen Ergebnisse kann davon ausgegangen werden, dass zusätzlich andere 
Faktoren wie bspw. die Oberflächenchemie eine Wechselwirkung mit Zellkulturbestand-
teilen sowie Eigenheiten der Zelllinie einen entscheidenden Einfluss auf die Bildung von 
ROS haben. In diesem Zusammenhang soll ein potenzieller Einfluss der Partikelform nicht 
unerwähnt bleiben. Beispielhaft soll in diesem Zusammenhang in vivo Untersuchungen an 
Mäusen mit verschiedenen Nanodrähten (nanowires) aus Ag und Ni angeführt werden, für 
die ein von der Länge des Materials abhängiges inflammatorisches Potenzial nachgewiesen 
werden konnte [Donaldson 2011]. Diesen Ergebnissen entsprechend wird ein abweichendes 
toxikologischen Profil dieser als high aspect ratio nanomaterials (HARN) bezeichneten 
Substanzen erwartet [Donaldson et al. 2010]. Vor diesem Hintergrund ist auch ein Einfluss 
anders ausgeprägter Partikelformen denkbar. Da in der vorliegenden Arbeit alle unter-
suchten NP eine sphärische Form aufweisen, wird an dieser Stelle sowie im weiteren Verlauf 
der vorliegenden Arbeit nicht weiter auf diesen Punkt eingegangen. 
Entgegen der Mehrzahl der Studien konnten jedoch auch Yu et al. [2009], analog zu den Er-
gebnissen dieser Untersuchung, keinen signifikanten Anstieg des ROS-Levels infolge einer 
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Partikelinkubation feststellen. Diese Studie wurde anhand muriner Keratinozyten durch-
geführt, wobei sowohl der untersuchte Konzentrationsbereich (10 – 200 µg/ml) als auch die 
Inkubationszeiten (0,5 – 24 h) mit den Werten dieser Arbeit vergleichbar waren (siehe 
Tabelle 4.3). Auch die getesteten Partikelpräparationen wiesen einen ähnlichen Primär-
durchmesser (29 – 537 nm) auf, unterlagen jedoch keinen Agglomerationsprozessen in H2O 
bzw. Medium (siehe Tabelle 4.3). Diese Studie stützt die in dieser Arbeit gemachten Be-
obachtungen hinsichtlich des Ausbleibens einer SiO2-vermittelten ROS-Bildung, wobei 
offensichtlich ist, dass Ergebnisse in diese Richtung deutlich in der Minderheit sind. 
Ebenfalls in Konflikt zu den meisten anderen Studien steht die Erkenntnis, dass die be-
obachtete SiO2-vermittelte Zytotoxizität nicht auf die Bildung von ROS zurückzuführen ist. 
So wurde in mehreren Studien, die eine ROS-Bildung nachweisen konnten, die parallel dazu 
auftretende Zytotoxizität auf die Störung des Redoxstatus zurückgeführt. Diesbezüglich 
konnte von Lin et al. [2006a] gezeigt werden, dass die mithilfe des SRB-Assays ermittelte 
Viabilität SiO2-exponierter Zellen invers mit der zunehmenden Bildung von ROS korreliert 
(R² = 0,9424). Diese Korrelation konnte auch für die Ergebnisse des LDH-Assays nach-
gewiesen werden (R² = 0,9237), wobei dieser im Gegensatz zum SRB-Assay eine Schädigung 
der Zellmembran erfasst (siehe Abschnitt 6.8.4). Dieser Zusammenhang legt die Vermutung 
nahe, dass die erhöhten ROS-Gehalte zu einer Störung der Membranintegrität führen, die in-
folge einer Oxidation von Membranlipiden und -Proteinen entsteht. In diesem Zusammen-
hang ist die Bildung von Malondialdehyd (MDA), das als Folge des oxidativen Abbaus 
mehrfach ungesättigter Fettsäuren entsteht, ein wichtiger Biomarker für die 
Lipidperoxidation und wird daher für die Bestimmung von oxidativem Stress herangezogen 
[Eisenbrand et al. 2005]. Neben Lin et al. [2006a] konnten auch Akhtar et al. [2010a] sowie Ye 
et al. [2010b] (Partikelcharakteristika und Inkubationsbedingungen siehe Tabelle 4.3) infolge 
einer erhöhten ROS-Bildung einen signifikanten Anstieg des MDA-Gehalts in SiO2-NP ex-
ponierten Zellen feststellen. Die gleichzeitig dazu auftretenden zytotoxischen Eigenschaften 
der Partikel wurden daher auf eine Schädigung der Membranintegrität durch 
Lipidperoxidation zurückgeführt. Da im Zuge dieser Arbeit weder direkt durch den 
DCF-Assay noch indirekt mithilfe eines redoxprotektiven LDH-Assays eine Bildung von 
ROS durch die untersuchten SiO2-Präparationen nachgewiesen werden konnte, erscheint ein 
solcher Mechanismus als Ursache für die beobachtete Zytotoxizität unwahrscheinlich. 
Vielmehr ist davon auszugehen, dass - wie bereits in Abschnitt 4.1.3.5 dargelegt - eine Inter-
aktion der Partikeloberfläche mit Membranproteinen den zytotoxischen Eigenschaften zu-
grunde liegt. 
Vor dem Hintergrund dieser im Vergleich zur übrigen Literatur abweichenden Daten sei 
jedoch angemerkt, dass der DCF-Assay, sowohl in seiner Validität als auch hinsichtlich der 
Frage, welche RS mithilfe der Methode erfasst werden können, kontrovers diskutiert wird. 
Diesbezüglich wird in der Literatur darauf hingewiesen, dass der DCF-Assay eine hohe 
Fehleranfälligkeit aufweist, da der Fluoreszenzfarbstoff DCF unter Einfluss von Licht sowie 
in Gegenwart von Substanzen wie GSH und NADH fotoreduziert werden kann. Hierdurch 
können sehr leicht Artefakte generiert werden, weshalb die Methode nur im Dunkeln durch-
zuführen ist [Marchesi et al. 1999]. Des Weiteren zeigen Studien, dass DCFH zwar durch 
H2O2 in Gegenwart von Peroxidasen, Cytochrom C oder Fe2+ sowie durch Peroxynitrit 
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oxidiert werden kann, eine Oxidation durch andere ROS wie O2
- oder OH jedoch nicht 
erfolgt bzw. nicht eindeutig nachgewiesen werden kann [Kooy et al. 1997, LeBel et al. 1992, 
Royall und Ischiropoulos 1993] Darüber hinaus konnten Studien zeigen, dass NO DCFH 
lediglich in sehr hohen Konzentrationen zu oxidieren vermag [Gunasekar et al.], wohingegen 
niedrige Konzentrationen (1 – 10 µM) dazu nicht in der Lage waren [Kooy et al. 1997]. Vor 
diesem Hintergrund kann lediglich auf der Basis eines negativen DCF-Assays nicht auf die 
vollständige Abwesenheit von RS/ROS geschlossen werden. Aus diesem Grund wurde der 
Einfluss der SiO2-Präparationen auf den zellulären Redoxstatus zusätzlich anhand eines 
weiteren Indikators, dem zellulären tGSH-Spiegel, überprüft.  
Tabelle 4.3: Darstellung Redoxstatus-modulierender Eigenschaften ausgewählter SiO2-Toxizitätsstudien. 
PPD 
[nm] 
HDD 
[nm] 
SOF 
[m²/g] 
verwendete 
Zelllinie 
Konzentrations-
bereich 
Effekt 
Zeit-
raum 
FKS Studie 
10 und 
80 
352 ± 50 
380 ± 50 
640 
440 
A549 50 –400 µg/ml 
ROS  ab 200 µg/ml 
MDA , GSH  
48 h + ? 
[Akhtar et 
al. 2010a] 
14 k. A. 200 A549 125 –500 µg/ml ROS  ab 125 µg/ml 72 h ? 
[Choi et al. 
2009] 
7 und 
5 – 15 
400 
20 
640 
440 
BEAS-2B 1 µg/ml 
ROS  
Nrf2 , HO-1  
24 h - ? 
[Eom und 
Choi 2009] 
15 und 
46 
590 ± 104 
617 ± 107 
268 
52 
A549 10 – 100 µg/ml 
ROS  ab 10 µg/ml 
MDA , GSH  
48 h + ? 
[Lin et al. 
2006a] 
10 – 20 k. A. 140 - 180 A549 5 – 200 µg/ml 
ROS  ab 100 µg/ml 
GSH  
24 h - 
[Shi et al. 
2010] 
21 
48 
k. A. 
225 
116 
H9c2(2-1) 0,1 – 0,3 mg/l 
ROS ab 0,1 mg/l 
bzw. 0,3 mg/l 
GSH  
24 h - ? 
[Ye et al. 
2010a] 
21 
48 
86 
k. A. 
225 
116 
39 
L0-2 0,2 – 0,6 mg/l 
ROS  ab 0,4 mg/l 
(21 nm NP) 
MDA , GSH  
24 h - ? 
[Ye et al. 
2010b] 
30 
48 
118 
535 
29 / 39 
52 / 53 
121 / 119 
537 / - 
(H2O / 
Medium) 
k. A. HEL-30 10 – 200 µg/ml 
keine sig. ROS-
Bildung 
GSH () 
0,5 – 
24 h 
+ ? 
[Yu et al. 
2009] 
PPD = Primärpartikeldurchmesser; HDD = hydrodynamischer Durchmesser; SOF = spezifische Oberfläche (in der Regel mittels 
BET-Verfahren bestimmt); GSH = Glutathion; MDA = Malondialdehyd; k. A. = keine Angabe;  = signifikante Zunahme;  = 
signifikante Abnahme; ? = keine eindeutige Angabe; + = in Gegenwart von FKS; - = in Abwesenheit von FKS. 
Wie bereits dargelegt können ROS die antioxidative Kapazität der Zelle inklusive des GSH-
Levels direkt beeinflussen. Als wichtigstes zelleigenes Antioxidans spielt GSH, zum einen 
durch direktes Abfangen der Radikale, zum anderen als Kofaktor für verschiedene anti-
oxidativ wirkende Enzyme wie GPx oder GST, eine entscheidende Rolle bei der Abwehr von 
ROS. Folgerichtig ist eine Absenkung des GSH-Gehalts in Gegenwart einer NP-induzierten 
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Bildung von ROS anzunehmen. Die Abnahme des zellulären GSH-Gehalts infolge einer 
partikelinduzierten ROS-Bildung konnte bereits für verschiedene NP, darunter CB [Stone et 
al. 1998], Ag [Hussain et al. 2005], TiO2 [Park et al. 2008] und CeO2 [Lin et al. 2006a] nach-
gewiesen werden.  
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten jedoch, dass nach einer 3-stündigen Inkubation keine 
der untersuchten SiO2-Präparationen (12 nm, 40 nm, 200 nm, Silica-Suspension) in dem 
jeweiligen Konzentrationsbereich (0,03 – 156,3 µg/cm² bzw. 0,02 – 116,8 µg/cm²) zu einer 
signifikanten Reduktion des tGSH-Spiegels führten (siehe Abbildung 4.27 und Abbildung 
4.29). Dieses Untersuchungsergebnis reiht sich in die bisherigen Befunde ein und bestätigt 
die Daten des DCF-Assays, wodurch die Hypothese, dass ROS nicht maßgeblich zu den 
toxikologischen Effekten der untersuchten SiO2-Partikel beitragen, weiter untermauert wird. 
Im Gegensatz dazu konnte nach einer Inkubationsdauer von 24 h ein signifikanter Unter-
schied der partikelbehandelten Proben zur Mediumkontrolle festgestellt werden. Dabei 
zeigte sich, dass eine Inkubation der HT29-Zellen mit SiO2-Partikeln einen konzentrations- 
und partikelgrößenabhängigen Anstieg des tGSH-Levels verursacht. Während die 200 nm 
SiO2-Partikel zu keiner Beeinflussung des tGSH-Gehalts führten, konnte mit Abnahme des 
Partikeldurchmessers ein Anstieg des tGSH-Gehalts verzeichnet werden, die im Falle der 
12 nm SiO2-NP ein signifikantes Niveau erreichten (siehe Abbildung 4.28). Ein vergleich-
barer Anstieg des zellulären tGSH-Levels konnte auch nach 24-stündiger Inkubation mit der 
Silica-Suspension beobachtet werden (siehe Abbildung 4.30). Der Unterschied zwischen den 
beiden Präparationen besteht im Wesentlichen darin, dass die Agglomerate der 12 nm 
SiO2-NP im Rahmen des Herstellungsprozesses der Silica-Suspension durch einen erhöhten 
Energieeintrag mittels Ultraschall nochmals aufgebrochen wurden und daher kleiner sind. 
Der Vergleich der Ergebnisse zeigt, dass durch Inkubation mit der Silica-Suspension bereits 
bei einer Konzentration von 11,7 µg/cm² ein signifikantes Niveau erreicht wird, wohingegen 
nach einer Inkubation mit den 12 nm SiO2-NP auch bei einer Konzentration von 15,6 µg/cm² 
noch kein signifikanter Anstieg des tGSH-Gehalts zu verzeichnen ist. Dies kann als Hinweis 
darauf gewertet werden, dass die Partikelgrößenabhängigkeit des Effekts auch über die ver-
schiedenen Präparationsarten hinweg fortgesetzt wird (vergleiche Abbildung 4.28 und Ab-
bildung 4.30). Dementgegen zeigt jedoch der Vergleich der in Abbildung 4.31 dargestellten 
gefitteten Geraden, dass die Effekte in einer vergleichbaren Größenordnung liegen und im 
Konzentrationsbereich bis 116,8 µg/cm² wahrscheinlich keine signifikanten Unterschiede 
aufweisen.  
Da die im Zuge des tGSH-Assays gemessenen Werte den gesamten zellulären Gehalt an 
Glutathion darstellen, kann ein erhöhter Gehalt sehr wahrscheinlich auf eine Neusynthese 
zurückgeführt werden. Vor diesem Hintergrund wurde im Folgenden der Einfluss auf die 
Expression des Enzyms γ-GCL in HT29-Zellen überprüft. Die γ-GCL ist ein Enzym, das zum 
einen die Verknüpfung von Cystein und Glutamat vermittelt und zum anderen direkt an der 
Regulation der GSH-Biosynthese beteiligt ist und somit eine Schlüsselrolle einnimmt (siehe 
Abschnitt 2.7.2.2) [Forman et al. 2009]. Die Ergebnisse zeigen einen zeitabhängigen Effekt der 
Partikel auf die Expression der γ-GCL. Während nach einer 8-stündigen Inkubation in einem 
Konzentrationsbereich von 0,03 – 156,3 µg/cm² keine Veränderung zur Kontrolle beobachtet 
wurde (siehe Abbildung 4.32), konnte infolge einer 24-stündigen Inkubation ein 
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konzentrationsabhängiger Anstieg der relativen Transkription der GCLC verzeichnet 
werden (siehe Abbildung 4.33). Derselbe Effekt konnte auch für die Silica-Suspension im 
Konzentrationsbereich von 0,02 – 116,8 µg/cm² beobachtet werden (siehe Abbildung 4.34). 
Da der vergleichsweise schwachen Induktion der GCLC ein starker Anstieg des tGSH-
Gehalts gegenübersteht, wurde auch der Einfluss der 12 nm SiO2-NP auf die GCLM unter-
sucht. Verschiedene Studien konnten in diesem Zusammenhang zeigen, dass die beiden 
Untereinheiten des Enzyms nicht im gleichen Ausmaß exprimiert werden müssen, und dass 
in Kolongewebe die mRNA-Level der GCLM teilweise höher liegen [Gipp et al. 1995] (siehe 
Abschnitt 2.7.2.4). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen jedoch, dass die relative 
Transkription der GCLM zwar in vergleichbarer Weise zur katalytischen Untereinheit 
konzentrationsabhängig zunimmt, das Ausmaß jedoch hinter dem der GCLC zurückbleibt 
(siehe Abbildung 4.33). Nichtsdestoweniger stimmt die Zunahme der Expression der mRNA 
der γ-GCL mit dem konzentrationsabhängigen Anstieg des zellulären tGSH-Gehalts überein 
und bestätigt somit die Ergebnisse. Die Gegenüberstellung der Ergebnisse, die infolge einer 
Inkubation mit den 12 nm SiO2-NP bzw. der Silica-Suspension ermittelt wurden, zeigt, dass 
durch letztere bereits bei einer geringeren Konzentration ein signifikanter Anstieg der 
Transkription von GCLC erreicht wird. Darüber hinaus ist der Anstieg der mRNA-Gehalte 
der GCLC infolge einer Inkubation mit der Silica-Suspension stärker ausgeprägt, unter-
scheidet sich jedoch nicht signifikant von der durch die 12 nm SiO2-NP verursachte 
Wirkung. Diese Ergebnisse stärken analog zu jenen des tGSH-Assays die Hypothese eines 
partikelgrößenabhängigen Effekts über die verschiedenen Präparationen hinweg. Aufgrund 
fehlender Vergleichskonzentrationen kann diese Aussage jedoch nur eingeschränkt getroffen 
werden. 
Ein Vergleich mit den in der Literatur vorhandenen Daten zeigt, dass eine Stimulation der 
GSH-Biosynthese durch SiO2-NP bisher noch nicht beobachtet werden konnte. Die meisten 
Studien, die eine Beeinflussung des zellulären GSH-Gehalts untersuchten, konnten in 
Übereinstimmung mit einer erhöhten ROS-Bildung eine Reduktion des GSH-Spiegels ver-
zeichnen. Dieser Effekt konnte dabei sowohl für kristalline [Wang et al. 2007b] als auch für 
amorphe SiO2-NP anhand verschiedener Zelllinien, darunter in A549-Zellen [Akhtar et al. 
2010a, Lin et al. 2006b], in L-02-Zellen [Ye et al. 2010b] sowie in H9c2(1-2)-Zellen [Ye et al. 
2010a] nachgewiesen werden. In diesem Zusammenhang konnte die Absenkung des 
GSH-Spiegels meist nach einer 24-stündigen [Shi et al. 2010, Ye et al. 2010a, Ye et al. 2010b, Yu 
et al. 2009] oder 48-stündigen Inkubation [Akhtar et al. 2010a] beobachtet werden (siehe 
Tabelle 4.3). Anhand der aufgelisteten Untersuchungen zeigt sich, dass zu den Partikel-
charakteristika, die einen Einfluss auf den GSH-Gehalt ausüben, auch die Partikelgröße 
zählt. So wurde in den Studien von Ye et al. [2010a, 2010b] von den untersuchten NP ledig-
lich durch jene mit dem geringsten Durchmesser (21 nm) eine signifikante GSH-Reduktion 
erreicht. Eine ähnliche Beobachtung konnte auch im Zuge der Untersuchungen von Akhtar 
et al. [2010a] gemacht werden, in der erst ab einer Konzentration von 400 µg/ml (80 µg/cm²) 
nach 48-stündiger Inkubation mit 10 nm und 80 nm großen SiO2-NP ein signifikanter Ein-
fluss verzeichnet werden konnte. Die Reduktion des GSH-Gehalts war mit einer Absenkung 
um 12,3 % bzw. 16,2 % jedoch nicht sehr ausgeprägt und trotz unterschiedlicher Primär-
partikeldurchmesser beinahe identisch. Diese Tatsache wurde von den Autoren auf den Um-
4 Ergebnisse und Diskussion 
153 
 
stand zurückgeführt, dass die mittels DLS ermittelten hydrodynamischen Durchmesser in 
beiden Fällen bei ungefähr 350 nm lagen (siehe Tabelle 4.3). Bezüglich des Einflusses der 
Serumkonzentration können keine genauen Aussagen getroffen werden, da die Studien teil-
weise keine eindeutigen Angaben hinsichtlich der bei der Partikelapplikation eingesetzten 
FKS-Konzentration lieferten. Jedoch deutet die zum Teil parallel auftretende Zytotoxizität 
darauf hin, dass die Inkubationen in serumfreien oder serumarmen Medien durchgeführt 
wurden. Vor diesem Hintergrund sei darauf hingewiesen, dass die Reduktion des zellulären 
GSH-Gehalts in den meisten Studien unter Bedingungen beobachtet wurde, bei denen auch 
die zytotoxischen Eigenschaften der Partikel auftraten [Ye et al. 2010a, Ye et al. 2010b, Yu et al. 
2009]. Daher kann der bei diesen Studien beobachtete Rückgang des GSH-Spiegels nicht ein-
deutig auf einen partikelinduzierten Effekt (ROS-Bildung) zurückgeführt werden, da im 
Zuge der Nekrose von Zellen das GSH/GSSG-Verhältnis nicht mehr aufrecht erhalten 
werden kann, was ebenfalls zu einer Reduktion des zellulären GSH-Gehalts führen kann. 
Im Gegensatz zu den zuvor erwähnten Studien konnte in anderen Studien teilweise keine 
oder lediglich eine geringfügige Beeinflussung des zellulären GSH-Gehalts festgestellt 
werden. So führte die Inkubation von Zellen eines T-Zelllymphoms (Jurkat) bzw. einer 
humanen Leukämiezelllinie (HL-60) mit SiO2-Partikeln bis zu einer Konzentration von 
200 µg/ml weder nach 4 h noch nach 6 h zu einer signifikanten Beeinflussung des 
GSH-Gehalts [Tao et al. 2008]. Diese Ergebnisse scheinen die in dieser Arbeit nach einer 
3-stündigen Inkubation verzeichneten Effekt zu bestätigen. Jedoch waren die verwendeten 
Partikel in der Studie mit Durchmessern von 300 – 600 nm bzw. Ausdehnungen von 
mehreren 100 nm deutlich größer, weshalb ein Vergleich der Effekte schwierig ist. Des 
Weiteren konnte in einer Studie von Yu et al. [2009] auch nach einer 24-stündigen 
Inkubationsdauer erst für 30 nm SiO2-NP in Konzentrationen von 200 µg/ml eine zwar signi-
fikante, jedoch äußerst geringe Absenkung des GSH-Levels auf etwa (75 ± 10) % nach-
gewiesen werden, wohingegen größere Partikel (48 nm, 118 nm, 535 nm) keinerlei Einfluss 
zeigten. 
Ein Vergleich der Studien lässt zweierlei Schlussfolgerungen zu: Zum einen scheint die 
Partikel- bzw. Agglomerat-/Aggregatgröße Auswirkungen auf die durch NP-vermittelte Be-
einflussung des zellulären GSH-Gehalt zu besitzen. Dies würde mit den Beobachtungen 
dieser Arbeit übereinstimmen, in der lediglich für die kleinsten SiO2-Partikel ein signi-
fikanter Effekt nachgewiesen werden konnte. Zum anderen weisen alle diese Studien trotz 
fehlender Signifikanz auf eine tendenzielle Reduktion der zellulären GSH-Level hin. Dies 
wiederum steht im Widerspruch zum nachgewiesenen GSH-Anstieg, weshalb ein Vergleich 
nicht uneingeschränkt möglich ist. 
Untersuchungen, die eine Induktion der GSH-Biosynthese infolge einer Inkubation mit NP 
nachweisen konnten, sind in der Minderheit. Jedoch konnte anhand von HepG2-Zellen, die 
verschiedenen Modifikationen von TiO2-NP ausgesetzt wurden, ein solcher Effekt 
demonstriert werden [Petković et al. 2011]. Dabei zeigte sich, dass bereits Konzentrationen 
von 100 µg/ml und eine Inkubationszeit von 2 h ausreichten, um zu einem signifikanten An-
stieg des zellulären GSH-Spiegels zu führen. Parallel dazu konnte sowohl nach 4- als auch 
nach 24-stündiger Inkubationsdauer eine Hochregulierung der Transkription der γ-GCL 
verzeichnet werden. Die Ergebnisse dieser Studie ähneln den Befunden der vorliegenden 
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Arbeit und legen die Vermutung nahe, dass den jeweils beobachteten Effekten ein ähnlicher 
Mechanismus zugrunde liegt. Im Unterschied zu den Erkenntnissen der vorliegenden Arbeit 
führten die Autoren der Studie sowohl den Anstieg des GSH-Gehalts als auch den der 
γ-GCL auf die moderate Bildung von ROS zurück, wobei in der Studie selbst kein direkter 
Beweis einer ROS-Bildung erbracht wurde [Petković et al. 2011]. 
Diese Vermutung gründet sich darauf, dass das Enzym γ-GCL zu einer Gruppe von 
Enzymen mit detoxifizierendem und antioxidativem Potenzial gehört, deren Expression 
über den Nrf2/ARE-Signalweg reguliert wird (siehe Abschnitt 2.7.2.3). In diesem Zu-
sammenhang konnten Studien zeigen, dass sowohl die Transkription der katalytischen als 
auch der modulatorischen Untereinheit der γ-GCL durch den Transkriptionsfaktor Nrf2 
kontrolliert wird (siehe Abschnitt 2.7.2.4) [Moinova und Mulcahy 1998, Mulcahy et al. 1997]. 
Als redoxsensitiver Transkriptionsfaktor wurde die Aktivierung von Nrf2 unter anderem 
mit moderatem oxidativem Stress bzw. geringen Leveln an ROS in Verbindung gebracht 
[Nel et al. 2006, Unfried et al. 2007]. Der Mechanismus scheint dabei so ausgelegt zu sein, 
dass das Auftreten von oxidativem Stress oder ROS zu einer Stärkung der zellulären Abwehr 
führt, indem es zu einer erhöhten Transkription und Expression von Enzymen mit anti-
oxidativem Potenzial kommt [Nel et al. 2006]. Diese Überlegungen führen zu dem Schluss, 
dass ein erhöhter zellulärer GSH-Gehalt auch die Folge einer moderaten Bildung von ROS 
sein kann, was ebenfalls den Schlussfolgerungen von Petković et al. [2011] entspricht. Jedoch 
wurden im Zuge dieser Studie keine direkten Untersuchungen zu einer Aktivierung von 
Nrf2 durchgeführt [Petković et al. 2011].  
Eine Aktivierung von Nrf2 konnte bereits infolge einer durch UFP induzierten 
ROS-Bildung nachgewiesen werden [Araujo et al. 2008], was zeigt, dass nanopartikulierte 
Materie grundsätzlich zu einer Aktivierung dieses Signalwegs über diesen Mechanismus in 
der Lage ist. Im Zuge einer Studie von Eom und Choi [2009] konnte ein solcher Mechanis-
mus auch für amorphe SiO2-NP in BEAS-2B-Zellen gezeigt werden. Dabei konnte eine Zu-
nahme der Kerntranslokation von Nrf2 nach einer 24-stündigen Inkubation mit amorphen 
SiO2-NP bereits bei einer Konzentration von 1 mg/l demonstriert werden [Eom und Choi 
2009]. Zusätzlich dazu konnte diese Studie auch eine Hochregulierung des Enzyms 
Hämoxygenase-1 (HO-1) zeigen, das wie die γ-GCL selbst über den Nrf2/ARE-Signalweg 
reguliert wird. In der Studie kamen dabei sowohl pyrogene als auch poröse SiO2-NP zum 
Einsatz, deren Durchmesser mit 7 nm bzw. 5 – 15 nm nochmals kleiner als der im Zuge 
dieser Arbeit untersuchten Partikel war. Die Partikel unterschieden sich trotz vergleichbarer 
Partikeldurchmesser vor allem hinsichtlich ihrer SOF (ungefähr 350 m²/g bzw. 645 m²/g) 
sowie in Bezug auf ihr Agglomerationsverhalten im Zellkulturmedium (400 nm bzw. 20 nm). 
Während NP aus pyrogenem Silica dazu tendierten, Agglomerate zu bilden, lagen die 
porösen NP hauptsächlich als Einzelpartikel vor (siehe Tabelle 4.3). Zwar konnte infolge 
einer Inkubation mit beiden Partikelpräparationen eine Translokation von Nrf2 nach-
gewiesen werden, die jedoch im Falle der Einzelpartikel ausgeprägter war. Dies deutet wie 
bei den vorangegangenen Untersuchungen darauf hin, dass die Partikelgröße oder auch die 
SOF einen wesentlichen Einfluss auf den biologischen Response haben. Gleichzeitig ist 
gerade aufgrund der starken Agglomeration der pyrogenen SiO2-Präparation und der 
dennoch ansteigenden Kerntranslokation von Nrf2 davon auszugehen, dass weitere 
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Faktoren existieren, die ebenfalls Einfluss auf die Aktivierung dieses Mechanismus haben. 
Der Vergleich mit der Literatur zeigt jedoch, dass aufgrund einer unzureichenden Datenlage 
und einer eingeschränkter Vergleichbarkeit der Studien zum aktuellen Zeitpunkt diesbezüg-
lich keine spezifischeren Aussagen gemacht werden können. 
In Bezug auf die im Zuge dieser Arbeit nachgewiesene signifikante Zunahme des 
tGSH-Gehalts ist jedoch anzumerken, dass weder die Ergebnisse der DCF-Assays noch die 
GSH-Bestimmung nach 3 h und auch nicht die Daten des FPG-modifizierten Comet-Assays 
(siehe Abschnitt 4.1.6) einen Hinweis darauf geben, dass eine Inkubation mit SiO2-Partikeln 
zu einer Bildung von ROS in HT29-Zellen führt. Daher erscheint eine Aktivierung von Nrf2 
durch andere Mechanismen wie einer Transaktivierung über andere Signalwege durchaus 
denkbar. In diesem Zusammenhang wurde ein Einfluss auf die extrazellulär-signalregulierte 
Kinase 1 und 2 (ERK1/2) untersucht, für die bereits eine Interaktion mit dem Nrf2/ARE-
Signalweg nachgewiesen werden konnte (siehe Abschnitt 2.7.2.3) [Dinkova-Kostova und 
Baird 2011]. Für die Erläuterung sowie Interpretation der Ergebnisse wird an diesem Punkt 
jedoch auf den folgenden Abschnitt 4.1.5 verwiesen.  
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass 12 nm SiO2-NP zu einem signifikanten An-
stieg des tGSH-Spiegels führen. Dieser wird dabei von einer erhöhten Expression der γ-GCL 
begleitet, was die Vermutung nahelegt, dass dem Anstieg des GSH-Gehalts eine de novo 
Synthese von GSH zugrunde liegt, die möglicherweise durch eine Aktivierung des 
Nrf2/ARE-Signalwegs ausgelöst wird. Des Weiteren lassen die Ergebnisse darauf schließen, 
dass die beobachteten Effekte sowohl hinsichtlich der Zytotoxizität als auch in Bezug auf die 
Beeinflussung des zellulären Redoxstatus nicht auf die Bildung von ROS zurückzuführen 
sind. Aufgrund der beobachteten Partikelgrößenabhängigkeit ist davon auszugehen, dass 
der Durchmesser oder auch die SOF der Partikel einen entscheidenden Einfluss auf die Aus-
prägung der biologischen Effekte hat. 
4.1.5 Einfluss auf den MAPK/ERK-Signalweg 
4.1.5.1 Einfluss auf den Phosphorylierungsstatus von ERK 
Aufgrund vorangegangener Untersuchungen wurde eine mögliche Aktivierung des 
Nrf2/ARE-Signalwegs als ein zentraler Mechanismus postuliert, über den biologische Effekte 
der untersuchten amorphen SiO2-NP vermittelt werden könnten. Da Nrf2 bekanntermaßen 
ein redoxsensitiver Transkriptionsfaktor ist, eine Bildung von ROS durch die Partikel jedoch 
nicht nachgewiesen werden konnte, wurde die Aktivierung von Nrf2 über eine Querver-
knüpfung mit anderen Signalkaskaden in Betracht gezogen. Vor diesem Hintergrund 
wurden die Auswirkungen der 12 nm SiO2-NP auf den Phosphorylierungsstatus von ERK1/2 
untersucht. Des Weiteren wurde untersucht, inwieweit eine spezifische Hemmung von 
ERK1/2 zu einer Veränderung der beobachteten Effekte führt. 
ERK1/2 sind klassische MAPK, die in die Regulation verschiedener zellulärer Abläufe, 
darunter vor allem Zellteilungs- und Differenzierungsprozesse, eingebunden sind. Die 
Aktivierung erfolgt über eine Phosphorylierung von ERK1/2 durch vorgeschaltete Kinasen 
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(MAPK Kinasen auch MEK, MAP2K oder MKK) des MAPK/ERK-Signalwegs, der wiederum 
durch Wachstumsfaktoren, Zytokine oder Viren stimuliert werden kann [Pearson et al. 2001]. 
Der Einfluss der 12 nm SiO2-NP auf den Phosphorylierungsstatus von ERK1/2 wurde 
mittels Western Blot-Analyse untersucht, wobei die Auftrennung zellulärer Proteine mithilfe 
einer vorgeschalteten SDS-(sodium dodecyl sulfate)-Polyacrylamidgelelektrophorese 
(SDS-PAGE) erfolgte (siehe Abschnitt 6.10). 
Die Experimente zum Einfluss amorpher SiO2-Partikel auf den Phosphorylierungsstatus 
von ERK1/2 wurden in Anlehnung an vorangegangene Untersuchungen nur mit den 12 nm 
SiO2-NP durchgeführt, da lediglich für diese Partikelpräparation eine signifikante Zunahme 
des tGSH-Gehalts bzw. der Transkriptmenge der γ-GCL in HT29-Zellen beobachtet werden 
konnte (siehe Abbildung 4.28 bzw. Abbildung 4.33). In diesem Zusammenhang sei an-
gemerkt, dass auch infolge einer Inkubation mit der Silica-Suspension signifikante Effekte 
bezüglich dieser Parameter beobachtet werden konnten, von einer Untersuchung dieser 
bezüglich einer ERK-Aktivierung jedoch aufgrund von Materiallimitierungen abgesehen 
werden musste. Des Weiteren wurden die Untersuchungen trotz zytotoxischer Eigen-
schaften der Partikel ausschließlich in Medium mit einer FKS-Konzentration von 1 % durch-
geführt. Dieser Kompromiss musste eingegangen werden, da der Einfluss der im FKS ent-
haltenen Wachstumsfaktoren ebenfalls zu einem erhöhten Phosphorylierungsstatus von 
ERK1/2 führen kann [Teller 2009]. Aufgrund der daraus resultierenden höheren 
Hintergrundlevel ist die Erfassung einer Zunahme des Phosphorylierungsstatus von 
pERK1/2 schwierig. Deshalb wurde vor der Partikelinkubation selbst eine 24-stündige 
Serumreduktion bei einen FKS-Gehalt von 1 % vorgenommen. Eine Überlagerung mit den 
zytotoxischen Effekten der Partikel (siehe Abschnitt 4.1.3) wurde vermieden, indem, ledig-
lich Kurzzeitinkubationen von maximal 45 min durchgeführt wurden. Darüber hinaus 
wurde neben dem pERK1/2-Status auch der Gehalt von nicht phosphoryliertem ERK erfasst, 
um eine Aussage über die Entwicklung des endogenen Status treffen zu können. Darüber 
hinaus wurde α-Tubulin als Beladungskontrolle mitgeführt. Als Positivkontrolle wurde EGF 
in einer Konzentration von 0,2 mg/ml eingesetzt. EGF ist ein Wachstumsfaktor, der be-
kanntermaßen über den EGFR wirkt und durch vorgeschaltete Kinasen schließlich zu einer 
Phosphorylierung von ERK führt. 
Der Gehalt an pERK1/2 der behandelten Proben wurde jeweils in Bezug zur dazugehörigen 
Kontrolle gesetzt (Kontrolle für 12 nm SiO2-NP = 1 % FKS-haltiges Medium; Kontrolle für 
EGF = 1 % DMSO in Medium (v/v)) und in prozentualer Form als T/C [%] gegen die ein-
gesetzte Konzentration aufgetragen. 
Abbildung 4.37 A zeigt das Ergebnis einer 45-minütigen Inkubation von HT29-Zellen mit 
12 nm SiO2-NP über einen Konzentrationsbereich von 0,03 – 156,3 µg/cm². Der Abbildung ist 
dabei zu entnehmen, dass EGF sowohl im Falle von ERK1 als auch ERK2 mit (1017 ± 129) % 
bzw. (254 ± 67) % zu einer deutlichen Zunahme des Phosphorylierungsstatus führt. Darüber 
hinaus veranschaulicht die Graphik, dass eine Inkubation mit SiO2-NP zu einem 
konzentrationsabhängigen Anstieg der Phosphorylierung beider ERK-Isoformen führt. 
Dabei zeigt sich, dass mit (154 ± 43) % bereits ab einer Konzentration von 3,31 µg/cm² eine 
tendenzielle Zunahme von pERK1 erkennbar ist. Diese erreicht mit (320 ± 115) % bei einer 
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Konzentration von 93,6 µg/cm² ein Maximum. Ein vergleichbarer Effekt ist auch in Bezug auf 
die Phosphorylierung von ERK2 zu erkennen, wobei ein tendenzieller Anstieg in diesem Fall 
erst ab einer Konzentration von 15,6 µg/cm² beobachtet werden kann. Generell bleibt die 
Phosphorylierung von ERK2 in ihrer Ausprägung hinter den Leveln von pERK1 zurück 
(siehe Abbildung 4.37 A). 
Anhand der dazugehörigen Abbildung eines Blotbildes des endogenen Status von ERK1/2 
ist zu erkennen, dass dieser durch eine Inkubation mit SiO2-NP nicht wesentlich von der 
Mediumkontrolle abweicht (siehe Abbildung 4.37 B). 
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Abbildung 4.37: Darstellung des Phosphorylierungsstatus der extrazellulär signalregulierten Kinase 1 und 2 (ERK1/2) nach 
45-minütiger Inkubation mit 12 nm SiO2-NP in 1 % FKS-haltigem Medium über einen Konzentrationsbereich von 
0,03 - 156,3 µg/cm², bestimmt mittels Western Blot-Analyse. Als Positivkontrolle wurde der epidermal growth factor (EGF) in einer 
Endkonzentration von 0,2 mg/ml eingesetzt. A) Dargestellt sind die arithmetischen Mittelwerte ± SD aus fünf unabhängigen 
Experimenten in Relation zur entsprechenden Kontrolle (T/C [%], Kontrolle für 12 nm SiO2-NP = 1 % FKS-haltiges Medium; 
Kontrolle für EGF = 1 % DMSO in Medium (v/v)). B) Abbildung repräsentativer Blotbilder von phosphoryliertem ERK1/2 
(pERK), nicht phosphoryliertem ERK1/2 (ERK) sowie α-Tubulin eines ausgewählten Western Blot-Experiments. Die Gele 
wurden separat beladen. α-Tubulin wurde als Ladungskontrolle mitgeführt. 156,3 µg/cm² SiO2 entsprechen 500 µg/ml SiO2. 
4.1.5.2 Querverknüpfung des MAPK/ERK- und ARE/Nrf2 Signalwegs 
Auf eine mögliche Transaktivierung des Nrf2/ARE-Signalwegs durch verschiedene andere 
Signalwege, die zu einer Aktivierung bzw. Kerntranslokation des Transkriptionsfaktors Nrf2 
A 
B 
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führen, wurde bereits am Ende von Abschnitt 4.1.4.4 hingewiesen. Nachdem im 
vorangegangenen Abschnitt 4.1.5.1 eine Beeinflussung der Phosphorylierung von ERK1/2 
durch 12 nm SiO2-NP nachgewiesen werden konnte, rückt ein Einfluss der MAPK/ERK-
Signalwege weiter in den Fokus der Untersuchungen. Da bereits in mehreren Studien eine 
Verknüpfung der zwei Signalwege nachgewiesen werden konnte, (siehe Abschnitt 2.7.2.3) 
[Dinkova-Kostova und Baird 2011, Zipper und Mulcahy 2003], wurde in den folgenden 
Experimenten der Einfluss der Phosphorylierung von ERK1/2 auf die Nrf2-abhängige 
Transkription der γ-GCL untersucht. 
Um zu untersuchen, inwieweit die erhöhte Transkription 
der γ-GCL bzw. dem damit einhergehenden Anstieg des 
GSH-Gehalts mit der Aktivierung von ERK1/2 
zusammenhängt, wurden weitere Untersuchungen unter 
Einsatz eines spezifischen MEK-Inhibitors, der eine 
Phosphorylierung von ERK1/2 hemmt, durchgeführt. Bei 
der als Inhibitor eingesetzten Substanz handelt es sich um 
das in Abbildung 4.38 dargestellte 2‘-Amino-3‘-
methoxyflavon, das auch unter der Bezeichnung PD98059 
vertrieben wird. Mit einer mittleren inhibitorischen 
Konzentration (IC50) von 4 µM - 50 µM hemmt PD98059 sowohl MEK1 als auch MEK2 und 
damit die Phosphorylierung von ERK1/2 [Cell Signaling 2009]. 
Im Rahmen der Untersuchungen wurde mittels Western Blot-Analyse zuerst überprüft, bei 
welcher Konzentration des Inhibitors eine effektive Hemmung der Phosphorylierung von 
ERK1/2 in HT29-Zellen vorliegt. Die Unterdrückung der ERK1/2-Phosphorylierung wurde 
dabei, neben EGF, anhand jener Konzentration (31,3 – 156,3 µg/cm²) getestet, bei der zuvor 
ein Anstieg des Phosphorylierungsstatus von ERK1/2 verzeichnet werden konnte. Im 
Anschluss an eine 30-minütige Vorbehandlung der HT29-Zellen mit dem Inhibitor erfolgte 
die Substanzinkubation, die je nach Probe unter Zusatz bzw. Abwesenheit von PD98059 
durchgeführt wurde. Die Inkubationsdauer dieses Experiments wurde dabei in Anlehnung 
an die zuvor durchgeführten Untersuchungen auf 45 min festgesetzt. 
In Abbildung 4.39 sind die Ergebnisse einer 45-minütigen Koinkubation von 12 nm 
SiO2-NP mit dem MEK-Inhibitor PD98059 anhand von representativen Blotbildern 
dargestellt. Die Abbildung wurden dabei einem von drei durchgeführten 
Western Blot-Experimenten entnommen. Das als Ladungskontrolle mitgeführte α-Tubulin 
zeigt eine gleichmäßige Proteinverteilung der einzeln aufgetragenen Proben. Anhand des 
Phosphorylierungsstatus von ERK1/2 ist zu erkennen, dass PD98059 mit einer Konzentration 
von 10 µM zu einer effektiven Inhibierung der Phosphorylierung von ERK1/2 in 
HT29-Zellen führt. Im Fall der mit SiO2-NP inkubierten Proben sowie der Mediumkontrolle 
zeigt sich eine fast vollständige Auslöschung der pERK1/2-Banden. Lediglich im Falle der 
Positivkontrolle EGF ist noch eine schwach ausgeprägte Bande erkennbar, die jedoch 
weniger als 10 % der Bandenintensität der PD98059-unbehandelten EGF-Kontrolle entspricht 
(siehe Abbildung 4.39). 
2'-Amino-3'-methoxyflavon
Abbildung 4.38: Strukturformel des 
MEK–Inhibitors PD98059 
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Abbildung 4.39: Darstellung des Einflusses von 12 nm SiO2-NP auf den Phosphorylierungsstatus der extrazellulär signal-
regulierten Kinase 1 und 2 (ERK1/2) nach 45-minütiger Koinkubation mit dem MEK-Inhibitor PD98059 (10 µM). Die Abbildung 
zeigt repräsentative Blotbilder eines ausgewählten Western Blot-Experiments. Abgebildet sind neben dem phosphorylierten 
ERK1/2 (pERK) auch der Status des nicht phosphorylierten ERK1/2 (ERK) sowie α-Tubulin. Als Positivkontrolle wurde der epi-
dermal growth factor (EGF) in einer Endkonzentration von 0,2 mg/ml eingesetzt. Die Gele wurden separat beladen. α-Tubulin 
wurde als Ladungskontrolle mitgeführt. 156,3 µg/cm² SiO2 entsprechen 500 µg/ml SiO2. 
Auf eine Quantifizierung der Ergebnisse wurde verzichtet, da eine Hemmung der 
ERK-Phosphorylierung deutlich erkennbar ist und eine Quantifizierung keine neuen Er-
kenntnisse ergeben würde. Als Folge dieser Untersuchungen wurden alle weiteren Experi-
mente, bei denen die Unterdrückung der Phosphorylierung von ERK erwünscht war, unter 
Zusatz von PD98059 mit einer Konzentration von 10 µM durchgeführt.  
Zur Überprüfung des Zusammenhangs zwischen der Aktivierung von ERK1/2 und von 
Nrf2 wurde in weiterer Folge nochmals der Einfluss der 12 nm SiO2-NP auf die 
Transkription der GCLC überprüft. In diesem Zusammenhang wurde ein Versuchsansatz 
durchgeführt, bei dem die HT29-Zellen parallel mit 12 nm SiO2-NP unter Zusatz und in Ab-
wesenheit des MEK-Inhibitors PD98059 inkubiert wurden. Der Einfluss auf die Expression 
der mRNA der GCLC wurde anschließend mittels qRT-PCR erfasst (siehe Abschnitt 6.9.4). 
Vor dem Hintergrund eines Vergleichs mit den bereits erhobenen Daten zum Einfluss der 
12 nm SiO2-NP auf die Expression der GCLC wurden die Inkubationsbedingungen an die 
vorangegangenen Experimente angepasst (siehe Abschnitt 4.1.4.3). In Anlehnung daran 
wurden die Untersuchungen in diesem Zusammenhang unter hohen FKS-Konzentrationen 
durchgeführt, da andernfalls eine Überlagerung mit den zytotoxischen Eigenschaften der 
12 nm SiO2-NP vorliegen würde (siehe Abschnitt 4.1.3), was zu einer Beeinflussung der 
Gentranskription führen könnte. Des Weiteren wurde analog zu den vorangegangenen 
Experimenten eine 200 µM t-BHQ Lösung als Positivkontrolle eingesetzt. Dabei wurde 
t-BHQ aufgrund seiner Lipophilie in DMSO gelöst und anschließend im Zellkulturmedium 
verdünnt, sodass t-BHQ in seiner Endkonzentration (200 µM) bei einer maximalen DMSO-
Konzentration von 1 % im applizierten Zellkulturmedium vorlag. 
Zur Auswertung der relativen Transkription der GCLC wurden die Transkriptionswerte 
auf das mitgeführte endogene Kontrollgen β-Aktin bezogen. Die dadurch erhaltenen Daten 
wurden relativ zu den entsprechenden auf 1 normierten Kontrollen gesetzt und zur 
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graphischen Darstellung gegen die eingesetzte Partikelkonzentration aufgetragen. Als 
Kontrolle für die 12 nm SiO2-NP Proben diente Zellkulturmedium (10 % FKS), wohingegen 
die Kontrolle für t-BHQ 1 % DMSO-haltiges Medium war. Für die mit dem Inhibitor be-
handelten Proben wurde der Kontrolle ebenfalls zusätzlich PD98059 in einer Konzentration 
von 10 µM zugesetzt. 
Die Ergebnisse des Experiments sind in Abbildung 4.40 dargestellt. Anhand des ab-
gebildeten Graphen ist zu erkennen, dass eine 24-stündige Inkubation von HT29-Zellen mit 
12 nm SiO2-NP bereits bei einer Konzentration von 31,3 µg/cm² zu einem Anstieg auf der 
relativen Transkriptmenge der GCLC führt, der sich mit einem Wert von 1,4 ± 0,4 jedoch 
nicht signifikant von der Kontrolle unterscheidet. Eine Erhöhung des SiO2-Gehalts auf 
93,8 µg/cm² hat einen Anstieg auf einen Wert 2,7 ± 0,7 zur Folge, wodurch ein signifikantes 
Niveau erreicht wird. Infolge einer weiteren Zunahme der SiO2-Konzentration auf 
156,3 µg/cm² kann nochmals ein Anstieg der relativen Transkription der GCLC auf 3,5 ± 2,4 
verzeichnet werden. Aufgrund der SD unterscheidet sich der Wert jedoch nicht signifikant 
von der Kontrolle. Die mit der Positivkontrolle t-BHQ behandelten Zellen zeigen einen signi-
fikanten Anstieg der Transkription der γ-GCL (siehe Abbildung 4.40). 
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Abbildung 4.40: Beeinflussung der Gentranskription der katalytischen Untereinheit der γ-Glutamylcysteinligase (GCLC) in 
HT29-Zellen nach 24-stündiger Inkubation mit 12 nm SiO2-NP in 10 % FKS-haltigem Medium über einen Konzentrationsbereich 
von 31,3 – 156,3 µg/cm², bestimmt mittels qRT-PCR. Die Inkubation erfolgt sowohl mit (gestreifte Balken) als auch ohne Zusatz 
des MEK-Inhibitors PD98059 (10 µM). Als Positivkontrolle wurde eine 200 µM tert.-Butylhydrochinon-Lösung (t-BHQ) ein-
gesetzt (1 % DMSO im Zellkulturmedium in der Endverdünnung). Darstellung des arithmetischen Mittelwerts ± SD der 
relativen Transkription [%] von mindestens drei unabhängigen Versuchen bezogen auf die jeweilige auf 1 festgesetzte Kontrolle 
(Bezug für SiO2-NP = Medium, Bezug für t-BHQ = 1 % DMSO in Medium). Transkriptmenge normalisiert auf das housekeeping 
Gen β-Aktin. Signifikante Unterschiede der Proben zur Kontrolle (Bezug für SiO2-NP = Medium, Bezug für t-BHQ = 1 % DMSO 
in Medium) wurden mittels Students t-Test berechnet: * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001. 156,3 µg/cm² SiO2 entsprechen 
500 µg/ml SiO2. 
Des Weiteren ist anhand von Abbildung 4.40 zu erkennen, dass die unter Zusatz des In-
hibitors mit NP behandelten Proben zu keiner Beeinflussung der relativen Transkription der 
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GCLC in HT29-Zellen führen. Die untersuchten, mit SiO2-NP inkubierten HT29-Zellen 
zeigen in diesem Zusammenhang auch keine Tendenz, die auf eine Zunahme des 
Transkriptionslevels der GCLC schließen lässt, sondern bewegen sich über den gesamten 
Konzentrationsbereich von 31,3 – 156,3 µg/cm² auf einem Niveau mit der Kontrolle. Einzig 
für die mit t-BHQ behandelten Zellen ist ein signifikanter Anstieg der Transkripte von GCLC 
auf einen Wert von 6,0 ± 0,9 zu verzeichnen (siehe Abbildung 4.40). 
Ein Vergleich mit den in Abbildung 4.33 dargestellten Ergebnissen zeigt, dass die relativen 
Transkriptmengen der GCLC im vorangegangenen Experiment im Mittel deutlich geringere 
Werte aufweisen. Bei genauerer Betrachtung zeigt sich jedoch auch, dass die Ergebnisse 
beider Experimente ein vergleichbares Muster aufweisen. Des Weiteren führen die höheren 
Transkriptionslevel der GCLC des im Rahmen der Koinkubation mit PD98059 durch-
geführten Experiments (siehe Abbildung 4.40) aufgrund der ebenfalls größeren SD zu 
keinem signifikanten Unterschied der Ergebnisse (siehe Abbildung 4.33). 
4.1.5.3 Zusammenfassung und Diskussion des Einflusses von Silica-Nanopartikeln auf 
den MAPK/ERK-Signalweg 
Der Einfluss von SiO2-Partikeln auf den MAPK/ERK-Signalweg in HT29-Zellen wurde im 
Zuge dieser Arbeit exemplarisch anhand der 12 nm SiO2-NP untersucht. Auf die Be-
trachtung der anderen Partikelpräparationen (40 nm, 200 nm) wurde verzichtet, da diese in 
den vorangegangenen Untersuchungen keine signifikante Auswirkung auf die zuvor unter-
suchten biologischen Parameter (tGSH-Gehalt und γ-GCL) aufwiesen. Aufgrund einer 
limitierten Verfügbarkeit des Testmaterials sowie in Hinblick auf die bisherigen Ergebnisse, 
wonach die Auswirkungen der Silica-Suspension bisher qualitativ vergleichbar mit denen 
der 12 nm SiO2-NP waren und ein Vergleich der Effekte aufgrund der unterschiedlichen 
Flächenkonzentrationen nur begrenzt Aussagekraft besitzt, wurde von einer weiteren Unter-
suchung der Silica-Suspension abgesehen. 
Der Fokus der Untersuchungen zu den Effekten der 12 nm SiO2-NP lag auf der Beein-
flussung des Phosphorylierungsstatus von ERK1/2. Die Auswirkungen der NP wurden 
dabei in einem Konzentrationsbereich von 0,03 – 156,3 µg/cm nach einer Inkubationsdauer 
von 45 min untersucht. Die Exposition der Partikel erfolgte in serumarmem Medium 
(1 % FKS), da andernfalls die im FKS enthaltenen Wachstumsfaktoren zu starken 
pERK-Hintergrundleveln führen würden, die eine saubere Erfassung stark erschweren 
würde. Die Ergebnisse lassen erkennen, dass die 12 nm SiO2-NP nach 45-minütiger 
Inkubation zu einem konzentrationsabhängigen Anstieg der Phosphorylierung beider 
ERK-Isoformen führten (siehe Abbildung 4.37). Dabei konnte sowohl für ERK1 als auch für 
ERK2 eine maximale Zunahme der Phosphorylierung von ERK1/2 bei einer 
SiO2-Konzentration von 93,8 µg/cm² verzeichnet werden. Die Zunahme des 
Phosphorylierungsstatus war im Falle von pERK1 stärker ausgeprägt und konnte bereits ab 
einer Konzentration von 3,13 µg/cm² beobachtet werden, wohingegen ein Anstieg der 
Phosphorylierung von ERK2 erst ab einer Konzentration von 15,6 µg/cm² erkennbar war 
(siehe Abbildung 4.37). Neben einer 45-minütigen Inkubation wurde der Phosphorylierungs-
status von ERK1/2 auch nach längeren Inkubationszeiträumen, darunter 1,5 h und 3 h, unter-
sucht. Eine Inkubation über diese Zeiträume führte jedoch zu Ergebnissen, bei denen sowohl 
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der Status von pERK1/2 als auch der des endogenen ERK1/2 starken Schwankungen unter-
worfen war, was als Anzeichen einer beginnenden Zytotoxizität der Partikel gewertet wurde 
(Daten nicht gezeigt). 
Ein Anstieg des Phosphorylierungsstatus infolge einer Inkubation mit NP konnte bereits für 
verschiedene NP nachgewiesen werden (siehe Tabelle 4.4). So konnte in einer Studie von 
Sydlik et al. [2006] in murinen Lungenepithelzellen (RLE-6TN) ein konzentrationsabhängiger 
Anstieg an pERK1/2 nach 8-stündiger Inkubation mit 5 µg/cm² 14 nm großen CB-Partikeln 
(Printex 90®) beobachtet werden. Darüber hinaus konnte eine Aktivierung des 
ERK-Signalwegs auch am Beispiel der humanen Lungenepithelzellline BEAS-2B nach 
Inkubation mit 21 nm großen TiO2-NP gezeigt werden. Der Nachweis erfolgte in diesem Zu-
sammenhang jedoch auf indirekte Weise anhand des Abfalls der Gentranskription von IL-8 
infolge einer Koinkubation der NP mit dem MEK-Inhibitor PD98059 [Park et al. 2008]. Auch 
infolge einer Inkubation mit amorphen SiO2-NP konnte bereits ein Anstieg des 
Phosphorylierungsstatus von ERK1/2 nachgewiesen werden. Eom und Choi [2009] konnten 
in einer Studie an BEAS-2B-Zellen einen partikelabhängigen Anstieg von pERK1/2 nach 
24-stündiger Inkubation mit 7 nm bzw. 5 – 15 nm großen SiO2-NP verzeichnen. Die Zu-
nahme der Phosphorylierung von ERK1/2 war mit einer 6 - 7- bzw. 7 – 8-fachen Erhöhung 
verglichen zu der in dieser Arbeit erfassten maximal 3-fachen Induktion trotz geringerer 
Partikelkonzentration (1 µg/ml) deutlich stärker ausgeprägt. Dies lässt sich eventuell auf den 
geringeren Partikeldurchmesser der SiO2-Präparationen oder aber die deutlich größere SOF 
von 350 m²/g bzw. 644 m²/g zurückführen. Diese Einschätzung wird durch die Tatsache ge-
stützt, dass die 7 nm messenden SiO2-NP einer starken Agglomeration im Zellkulturmedium 
unterlagen, was sich neben einem stark vergrößerten hydrodynamischen Durchmesser von 
400 nm in einer verringerten Phosphorylierung von ERK1/2 widerspiegelte. Da diese 
SiO2-Präparation dennoch zu einer stark ausgeprägten Phosphorylierung von ERK1/2 führte 
(6 - 7-fach), ist anzunehmen, dass neben diesen Parametern andere Partikelcharakteristika 
ebenfalls einen Einfluss auf die ERK-Phosphorylierung ausüben. Darüber hinaus kann eine 
höhere Empfindlichkeit dieser Zellen gegenüber den eingesetzten Partikeln nicht vollständig 
ausgeschlossen werden. 
Tabelle 4.4: Darstellung ausgewählter Toxizitätsstudien zur Beeinflussung zellulärer Signalkaskaden. 
PPD [nm] 
HDD 
[nm] 
SOF 
[m²/g] 
verwendete 
Zelllinie 
Konzentrations-
bereich 
Effekt 
Zeit-
raum 
FKS Studie 
7 und 5 – 
15 nm SiO2 
400 
20 
640 
440 
BEAS-2B 1 µg/ml 
pERK1/2 ; 
Nrf2 ; HO-1  
24 h - ? 
[Eom und 
Choi 2009] 
21 nm TiO2 k. A. 50 BEAS-2B 5 – 40 µg/ml (pERK ); IL-8  4 h + ? 
[Park et al. 
2008] 
14 nm CB 
352 
380 
300 RLT-6LN 1 – 10 µg/cm² 
pERK1/2 ; 
(5 µg/cm²) 
4 – 16 h - 
[Sydlik et 
al. 2006] 
HDD = hydrodynamischer Durchmesser; HO-1 = Hämoxygenase-1; Nrf2 = nuclear factor erythroid 2p45 (NF-E2)–related factor 2; 
pERK = phosphorylierte Form der extrazellulär signalregulierten Kinase 1 und 2; PPD = Primärpartikeldurchmesser; 
SOF = spezifische Oberfläche (in der Regel mittels BET-Verfahren bestimmt); k. A. = keine Angabe;  = signifikante Zunahme; 
 = signifikante Abnahme; ? = keine eindeutige Angabe; + = in Gegenwart von FKS; - = in Abwesenheit von FKS. 
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Wie bereits in Abschnitt 2.7.2.3 bzw. in Zusammenhang mit den Ergebnissen zur 
Transkriptionserhöhung der γ-GCL erwähnt (siehe Abschnitt 4.1.4.4), finden sich in der 
Literatur Beispiele, die auf eine Querverknüpfung verschiedener Signalwege, darunter der 
MAPK/ERK-Kaskade mit dem Nrf2/ARE-Signalweg, hinweisen. Vor dem Hintergrund, dass 
eine konzentrationsabhängige Aktivierung von ERK1/2 nachgewiesen werden konnte (siehe 
Abbildung 4.37), wurde im Zuge dieser Arbeit auch eine Transaktivierung von Nrf2 über 
den MAPK/ERK-Signalweg durch SiO2-NP untersucht. 
In diesem Zusammenhang wurde der Einfluss des MEK-Inhibitors PD98059, der die 
Phosphorylierung von ERK unterdrückt, auf die Nrf2-abhängige Transkription der GCLC in 
HT29-Zellen untersucht. Dazu wurde im Anschluss an eine 24-stündige Koinkubation, be-
stehend aus 12 nm SiO2-NP und dem spezifischen MEK-Inhibitor (PD98059, 10 µM), die 
Transkriptmenge der GCLC mittels qRT-PCR erfasst. Die Ergebnisse zeigen, dass die 
Inkubation mit SiO2-NP in Abwesenheit des Inhibitors zu einer konzentrationsabhängigen 
Zunahme der GCLC Transkripte führt, wie dies bereits zuvor nachgewiesen werden konnte 
(siehe Abbildung 4.33). Unter dem Einfluss von 10 µM PD98059 wird die Transkription der 
GCLC hingegen nicht mehr beeinflusst und bleibt auf dem Level der Kontrolle zurück. 
Dieses Ergebnis lässt darauf schließen, dass die Phosphorylierung von ERK1/2 für die 
durch SiO2-NP verursachte Zunahme der γ-GCL Transkription benötigt wird, wobei dieser 
Zusammenhang höchst wahrscheinlich über Nrf2 vermittelt wird. Diese Spekulation wird 
durch eine andere Studie von Zipper und Mulcahy [2003] unterstützt, deren Unter-
suchungen ebenfalls darauf hindeuten, dass eine ERK-Phosphorylierung für eine 
Transkription der GCLC notwendig ist. Im Zuge dessen wurde spekuliert, dass ERK die 
Kerntranslokation von Nrf2, nicht aber die Abspaltung von Keap1 unterstützt. Verschiedene 
Untersuchungen zum Einfluss von ERK1/2 auf Nrf2 gehen davon aus, dass es infolge einer 
ERK-Aktivierung zu einer direkten Phosphorylierung kritischer Serin- und Threoninreste 
von Nrf2 und/oder Keap1 kommt (siehe Abschnitt 2.7.2.3) [Dinkova-Kostova und Baird 2011, 
Sun et al. 2009]. Diese werden möglicherweise nicht nur für die Kerntranslokation von Nrf2, 
sondern auch für die DNA-Bindung des Transkriptionsfaktors benötigt [Zipper und 
Mulcahy 2003]. Der exakte Mechanismus, der der Wechselwirkung von ERK1/2 und Nrf2 
zugrunde liegt, konnte bislang noch nicht vollständig ermittelt werden und bedarf weiterer 
Untersuchungen. In diesem Zusammenhang konnte von Eom und Choi [2009] parallel zu 
einer Zunahme der Phosphorylierung von ERK1/2 eine verstärkte Kerntranslokation von 
Nrf2 nach einer Inkubation mit SiO2-NP nachgewiesen werden (siehe Tabelle 4.4). Zusätzlich 
zu der beobachteten Nrf2-Translokation kann auch ein erhöhter Gehalt der HO-1 verzeichnet 
werden, deren Expression analog zur γ-GCL über Nrf2 reguliert wird. Dass eine Hoch-
regulation infolge einer Nrf2-Translokation jedoch nicht alle Nrf2/ARE-abhängigen Enzyme 
betreffen muss, zeigt sich daran, dass im Zuge der Studie die Expression der SOD nicht be-
einflusst wurde. Anhand der Ergebnisse der Studie konnte eine Abhängigkeit der Effekte 
von der Partikelgröße beobachtet werden, da sowohl die ERK1/2-Phosphorylierung, die 
Nrf2-Translokation als auch die HO-1 Expression im Falle der nicht agglomerierten Partikel 
stärker ausgeprägt war (Partikelcharakteristika siehe Tabelle 4.4). Eine solche Größen-
abhängigkeit stimmt mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit hinsichtlich des GSH 
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--Anstiegs, der auf einer erhöhten γ-GCL Expression beruht, überein. Dennoch sind die Er-
gebnisse der Studie von Eom und Choi [2009] nicht mit denen der vorliegenden Arbeit 
vergleichbar, da eindeutig eine ROS-Bildung durch die SiO2-NP nachgewiesen werden 
konnte. In welcher Weise die ROS auf die Aktivierung von Nrf2 wirken, ist unklar. Jedoch 
könnte eine moderate ROS-Bildung zu einer Oxidation der verankernden Disulfidbrücken 
des Nrf2/Keap1-Komplexes und infolge dessen zu einer Abspaltung von Nrf2 führen (siehe 
Abschnitt 2.7.2.3) [Dinkova-Kostova und Baird 2011]. In weiterer Folge würde Nrf2 durch 
pERK1/2 verstärkt phosphoryliert und dadurch wie von Zipper und Mulcahy [2003] 
postuliert, bei der Kerntranslokation unterstützt werden. Da im Zuge dieser Arbeit keine 
ROS-Bildung durch die getesteten NP beobachtet werden konnte, liegt die Vermutung nahe, 
dass andere Mechanismen beteiligt sind. 
Im Kontext dieser Arbeit erscheint die Aktivierung von ERK1/2 als das verbindende 
Element zwischen dem durch die 12 nm SiO2-NP verursachten Anstieg der GSH-Biosynthese 
und dem beobachteten Wachstumsstimulus, da neben dem Einfluss auf den Nrf2/ARE-
Signalweg die MAPK/ERK-Kaskade eine Schlüsselrolle bei der Regulierung des Zellzyklus 
einnimmt [Pearson et al. 2001]. Dies schließt unter anderem die Regulation der Zell-
proliferation über den Transkriptionsfaktor Elk-1 (E twenty six (ETS)-like transcription factor 1) 
sowie die Aktivierung von Cyclin-abhängigen Kinasen mit ein. Vor diesem Hintergrund ist 
der mittels SRB-Assay beobachtete Wachstumsstimulus möglicherweise das Ergebnis einer 
verstärkten Zellproliferation infolge einer Aktivierung von ERK1/2 ausgelöst durch 12 nm 
SiO2-NP. Dabei muss jedoch berücksichtigt werden, dass im SRB-Assay lediglich eine 
Quantifizierung des zellulären Proteins vorgenommen wird, und dass auf Basis dieser 
Datenlage nicht unterschieden werden kann, inwieweit der beobachtete Effekt wirklich das 
Resultat eines Proliferationsanstiegs oder lediglich einer Zunahme des Zellwachstums ist, 
das mit einer erhöhten Proteinsynthese einhergeht. 
Jedoch wird die Hypothese einer NP vermittelten Proliferationssteigerung infolge einer 
ERK1/2 Aktivierung durch verschiedene Studien gestützt. So konnte für 14 nm große 
CB-Partikel (Printex 90®) eine Beeinflussung verschiedener MAPK nachgewiesen werden, 
deren Auswirkungen zwei entgegengesetzte biologische Endpunkten zur Folge hatte. 
Während die Aktivierung von ERK1/2 durch CB die Proliferation stimulierte, zeigte sich die 
Aktivierung von JNK1/2 für die Induktion der Apoptose verantwortlich. In diesem Zu-
sammenhang konnte darüber hinaus festgestellt werden, dass in beiden Fällen die 
Aktivierung der MAPK durch eine Stimulation des EGFR erfolgte, was jedoch den Einfluss 
weiterer molekularer Mechanismen implizierte. Weiterführende Untersuchungen in diesem 
Zusammenhang konnten eine Beteiligung von β1-Integrin nachweisen. So konnte gezeigt 
werden, dass das Transmembranprotein β1-Integrin sowie eine Aktivierung des PI3K/AKT-
Signalwegs verantwortlich für den von CB ausgelösten, über ERK1/2 vermittelten 
Proliferationsstimulus ist [Unfried et al. 2008]. 
Kürzlich konnte in diesem Zusammenhang jedoch durch Weissenberg et al. [2010] gezeigt 
werden, dass die Aktivierung dieses Signalwegs durch CB infolge von intrazellulär ge-
bildeten ROS erfolgt. Eine Aktivierung von MAPK durch ROS ist hinlänglich bekannt und 
schließt unter anderem die Inaktivierung redoxsensitiver Phosphatasen ein [Herrlich et al. 
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2008]. Als Konsequenz daraus ist ein erhöhter Phosphorylierungsstatus des EGFR denkbar, 
wodurch in weiterer Folge die ERK1/2-vermittelte Proliferation induziert werden kann. Die 
im Zuge dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen zur Bildung von intrazellulären ROS 
konnten jedoch nachweisen, dass die 12 nm SiO2-NP zu keiner erkennbaren Bildung von 
ROS in HT29-Zellen führen (siehe Abschnitt 4.1.4.1). Die Aktivierung dieses Nrf2/ARE-
Signalwegs sowie die Induktion der Proliferation auf Grundlage einer ROS-induzierten 
ERK1/2-Aktivierung erscheint im Zusammenhang mit diesen Ergebnissen als unwahrschein-
lich und ist vermutlich auf andere Ursachen zurückzuführen.  
In diesem Zusammenhang wird darauf hingewiesen, dass ein direkter Einfluss der Partikel 
auf Nrf2 nicht ausgeschlossen werden kann. So wurde die Aktivierung von Nrf2 unabhängig 
von einer ROS-Induktion als Folge einer direkten substanzinduzierten Spaltung der Di-
sulfidbrücken des Nrf2-Keap1-Komplexes durch verschiedene Substanzen wie Sulforaphan 
oder Kaffeeinhaltsstoffen beschrieben [Boettler et al. 2011, Volz 2010]. Darüber hinaus 
konnten zusätzlich zur ARE-Sequenz weitere funktionelle Sequenzbereiche in der Promotor-
region beider γ-GCL Untereinheiten identifiziert werden, darunter Bindungsstellen für AP-1, 
AP-2 sowie NF-κB, die eine Expression der γ-GCL durch einen von Nrf2/ARE unabhängigen 
Mechanismus ermöglichen (siehe Abschnitt 2.7.2.4) [Mulcahy et al. 1997, Rahman et al. 1996, 
Shepherd et al. 2000]. Da eine Aktivierung einiger dieser Faktoren infolge einer Inkubation 
mit SiO2-NP bereits beschrieben wurde (siehe Abschnitt 2.6.3) [Boraschi et al. 2004, Churg et 
al. 1999, Krug et al. 2006], ist eine Zunahme der γ-GCL Transkription über diesen Mechanis-
mus nicht auszuschließen. 
Zusammenfassend zeigt sich, dass nanostrukturiertes SiO2 eine Aktivierung von ERK1/2 
auslöst, die das verbindende Glied der durch SiO2-NP verursachten Effekte sein könnte. 
Dabei konnte die Aktivierung der MAPK/ERK-Signalkaskade im Gegensatz zu anderen 
Studien nicht auf die Grundlage einer ROS-Bildung zurückgeführt werden und wird daher 
vermutlich durch andere Mechanismen beeinflusst. Im Zusammenhang damit konnte in 
einer erst kürzlich veröffentlichten Studie das Bersten lysosomaler Kompartimente infolge 
einer Inkubation mit kristallinen SiO2-Partikeln mit einer MAPK-Aktivierung in Verbindung 
gebracht werden [Kuroda et al. 2011]. In Anbetracht der in Abschnitt 4.1.2 dargestellten 
lysosomalen Aufnahme könnte ein solcher Mechanismus eventuell auch für amorphe 
SiO2-NP von Relevanz sein. 
4.1.6 Einfluss auf die Integrität der DNA 
Infolge der in Abschnitt 4.1.2 dargelegten zellulären Aufnahme von SiO2-Partikeln ist eine 
Schädigung der DNA durch mehrere Mechanismen denkbar. Dies kann dabei einerseits die 
Folge einer direkten Interaktion der Partikel mit dem Genom sein oder andererseits durch 
indirekte Mechanismen, wie der Bildung von ROS, erfolgen. 
4.1.6.1 DNA-Strangbrechende Eigenschaften der Silica-Präparationen 
Die mögliche DNA-Schädigung in HT29-Zellen durch eine Exposition gegenüber ver-
schiedenen SiO2-Präparationen wurde mithilfe der Einzelzellgelelektrophorese 
(Comet-Assay) untersucht. Die Methode beruht auf der elektrophoretischen Wanderung von 
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DNA-Fragmenten in einem Agarosegel, wodurch sich nach Anfärbung mit einem 
Fluoreszenzfarbstoff (Ethidiumbromid) der charakteristische, für die Methode namens-
gebende Schweif abzeichnet. Aufgrund ihrer Größe können lediglich DNA-Fragmente in das 
Agarosegel migrieren, weshalb sich die Schweiflänge bzw. – nach Anfärbung - dessen 
Fluoreszenzintensität proportional zur Schädigung der DNA durch die applizierte Substanz 
verhält [Tice et al. 2000]. 
Der Comet-Assay wurde zur Erfassung des DNA-schädigenden Potenzials der ver-
schiedenen SiO2-Präparationen (12 nm, 40 nm, Silica-Suspension) in verschiedenen Modi-
fikationen durchgeführt. Zum einen wurde der alkalische Comet-Assay angewendet, der 
aufgrund der Entwindung und Auftrennung der dsDNA unter alkalischen Bedingungen 
(pH ≥ 13) gleichzeitig SSB und DSB erfasst. Darüber hinaus werden auch AP-Stellen sowie 
DNA-Proteine und DNA-DNA-Quervernetzungen detektiert. Eine weitere Unterscheidung 
dieser DNA-Läsionen ist jedoch alleine durch diesen Versuchsaufbau nicht möglich [Tice et 
al. 2000]. Eine weitere Modifikation des Comet-Assays umfasst den Einsatz des 
DNA-Reparaturenzyms FPG, das zur Erfassung sog. FPG-sensitiver Stellen herangezogen 
wird. Dabei werden verschiedene DNA-Basenmodifikationen durch das Enzym erkannt und 
aus dem DNA-Rückgrat herausgeschnitten, wodurch diese in zusätzliche SSB überführt 
werden, die wiederum unter alkalischen Bedingungen erfasst werden können. Die 
FPG-sensitiven Stellen umfassen neben AP-Stellen und alkylierten Basen vor allem oxidative 
DNA-Modifikationen, wie das durch das OH-Radikal gebildete 8-OxoG. Aus diesem Grund 
wird eine Zunahme der Strangbruchrate nach FPG-Behandlung oft mit einer oxidativen 
Schädigung gleichgesetzt (siehe Abschnitt 2.8.1) [Boiteux 1993, Karlsson 2010]. 
Die Auswertung der Ergebnisse erfolgt in Form der Vermessung der Fluoreszenzintensität 
des Kometenschweifs, die ins Verhältnis zur Fluoreszenz des Kometenkopfs gesetzt wird, 
wobei die Darstellung in Prozent erfolgt. Dieser Parameter wird auch als Schweifintensität 
(tail intensity; TI) bezeichnet. Da eine Zunahme der DNA-Fragmentierung zu einem Anstieg 
der Fluoreszenz des Schweifes führt, ist eine Erhöhung der Schweifintensität mit einer Zu-
nahme der DNA-Strangbruchrate gleichzusetzen. 
Eine Untersuchung des strangbrechenden Potenzials mithilfe des Comet-Assays wurde 
sowohl nach einer Exposition von HT29-Zellen gegenüber SiO2-NP (12 nm, 40 nm) als auch 
nach Inkubation mit der Silica-Suspension durchgeführt. Zur Erfassung eines Einflusses der 
Inkubationszeit auf die Integrität der DNA wurde der Comet-Assay sowohl nach einer 3- als 
auch 24-stündigen Exposition durchgeführt. Da die Integrität der DNA lediglich von 
lebenden Zellen aufrecht erhalten wird und es durch Zytotoxizität oder Prozessen wie der 
Apoptose zu einem Abbau bzw. einer Fragmentierung der DNA kommen kann, wurde vor 
jedem Versuch die Viabilität der Zellen nach Ablauf der Inkubationsdauer mithilfe des 
Trypanblauausschlusses überprüft (siehe Abschnitt 6.5.2.5). Zur Vermeidung falsch positiver 
Ergebnisse wurden lediglich solche Proben für die weitere Verwendung im Comet-Assay 
akzeptiert, die eine Viabilität ≥ 80 % aufwiesen. Aufgrund dieser Voraussetzung wurde der 
Comet-Assay lediglich unter nicht zytotoxischen Bedingungen (siehe Abschnitt 4.1.3) in 
serumreichem Medium (10 % FKS) durchgeführt. Andernfalls könnten zytotoxische Effekte 
eine potenziell partikelinduzierte DNA-Schädigung überlagern. 
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Als Positivkontrolle wurde eine 2-minütige Bestrahlung der HT29-Zellen mit UV-B-Licht 
eingesetzt (λ = 312 nm; Energieeintrag 448 J/cm²). UV-B-Licht führt dabei nicht durch direkte, 
sondern durch indirekte Mechanismen, wie der Ausbildung von Thyminbasendimeren, zu 
einer Schädigung der DNA, die schließlich im Comet-Assay erfasst werden kann. Aufgrund 
der Eigenschaft von UV-B-Licht, auch durch die Induktion von ROS eine Schädigung der 
DNA zu verursachen, kann diese Positivkontrolle sowohl für den alkalischen Comet-Assay 
als auch für die FPG-modifizierte Variante eingesetzt werden. 
Die graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgte, indem die prozentualen Schweifintensi-
täten gegen die eingesetzten SiO2-Flächenkonzentrationen aufgetragen wurden. Dabei 
wurden die Ergebnisse der jeweils korrespondierenden FPG-behandelten Proben in Form 
gestreifter Balken dargestellt. 
In Abbildung 4.41 sind die Ergebnisse des Comet-Assays nach einer 3-stündigen Inkubation 
von HT29-Zellen mit 12 nm und 40 nm SiO2-NP über einen Konzentrationsbereich von 
0,03 - 156,3 µg/cm² dargestellt. Der Abbildung ist zu entnehmen, dass ohne FPG-Behandlung 
weder die 12 nm noch die 40 nm SiO2-NP zu einer substanziellen Erhöhung der Schweif-
intensität führen. Die ermittelten Schweifintensitäten liegen durchweg in einem Bereich 
zwischen 0,5 % und 1,5 %, wobei die Mediumkontrolle selbst eine Schweifintensität von 
(0,6 ± 0,2) % aufweist. Vereinzelt lassen sich jedoch, wie im Fall der 12 nm SiO2-NP bei den 
Konzentrationsstufen 15,6 µg/cm² und 31,3 µg/cm², signifikante Unterschiede zur Medium-
kontrolle berechnen. Die Schweifintensitäten der Konzentrationsstufen liegen bei jeweils 
(1,2 ±0,5) % (bei 15,6 µg/cm²) bzw. (1,4 ± 0,5) % ( bei 31,3 µg/cm²), unterliegen jedoch keiner 
erkennbaren Konzentrationsabhängigkeit. Dementgegen führt die 2-minütige Bestrahlung 
der Zellen mit UV-B-Licht zu einer ausgeprägten Zunahme der Schweifintensität, die mit 
(11 ± 2) % ein signifikantes Niveau erreicht (siehe Abbildung 4.41).  
Die nach einer FPG-Behandlung ermittelten Ergebnisse sind ebenfalls in Abbildung 4.41 
dargestellt und weisen ein zu den Ergebnissen der FPG-unbehandelten Proben vergleich-
bares Muster auf. Anhand der Graphik ist zu erkennen, dass auch nach FPG-Behandlung 
weder infolge einer Inkubation mit 12 nm noch mit 40 nm SiO2-NP eine substanziellen Er-
höhung der Schweifintensität zu verzeichnen ist. Dennoch zeigt sich, dass einige 
Konzentrationsstufen der mit 12 nm SiO2-NP inkubierten Proben einen signifikanten Unter-
schied zur Mediumkontrolle aufweisen. Diese dazugehörigen Schweifintensitäten liegen bei 
Werten von (2,9 ± 0,8) % (bei 0,31 µg/cm²) bzw. (2,5 ± 1,1) % (bei 156,3 µg/cm²), lassen jedoch 
analog zu den vorangegangenen Ergebnissen kein Muster erkennen. In Bezug auf die 
Positivkontrolle kann ein signifikanter Anstieg der Schweifintensität auf (18 ± 4) % ver-
zeichnet werden (siehe Abbildung 4.41).  
Die Gegenüberstellung der Ergebnisse der verschiedenen Partikelpräparationen zeigt, dass 
die nach einer Inkubation mit 12 nm SiO2-NP gemessenen Schweifintensitäten (ohne FPG: 
0,77 – 1,4 %; FPG: 1,6 – 3,2 %) sowohl mit als auch ohne FPG-Behandlung meist geringfügig 
stärker als nach einer Inkubation mit 40 nm SiO2-NP (ohne FPG: 0,56 – 1,1 %; mit 
FPG: 1,0 - 2,3 %) ausgeprägt sind. 
Ein Vergleich der Ergebnisse der FPG-unbehandelten und behandelten Proben zeigt, dass 
die Schweifintensitäten nach FPG-Behandlung grundsätzlich höher liegen. Dieser Effekt ist 
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dabei wahrscheinlich auf eine geringe, allgegenwärtige oxidative Grundschädigung der 
DNA zurückzuführen, die aufgrund eines aeroben Stoffwechsels der Zellen auftreten kann 
[Halliwell 2006]. Ein signifikanter Unterschied zwischen den FPG-behandelten und 
-unbehandelten Zellen konnte lediglich für die Positivkontrolle ermittelt werden (siehe Ab-
bildung 4.41). 
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Abbildung 4.41: Darstellung der DNA-strangbrechenden Wirkung verschiedener SiO2-NP (12 nm, 40 nm) in HT29-Zellen nach 
3-stündiger Inkubation in 10 % FKS-haltigem Medium über einen Konzentrationsbereich von 0,03 – 156,3 µg/cm² (in Zu-
sammenarbeit mit A. Frühmesser [2009]). Die Bestimmung erfolgte mithilfe des alkalischen Comet-Assays nach Tice et al. 
[2000]. Die Erfassung der oxidativen DNA-Schädigung erfolgte durch Behandlung mit dem DNA-Reparaturenzym Form-
amidopyrimidin-DNA-glykosylase (FPG) (gestreifte Balken). Eine 2-minütige Bestrahlung der Zellen mit UV-B-Licht 
(λ = 312 nm, E = 448 J/cm²) wurde als Positivkontrolle verwendet. Die abgebildeten Ergebnisse sind die arithmetischen Mittel-
werte ± SD von mindestens drei unabhängigen Versuchen. Signifikante Unterschiede der Proben zur Kontrolle (Medium) 
wurden mittels Students t-Test berechnet: * = p < 0,05; *** = p < 0,001. Signifikante Unterschiede der FPG-behandelten Proben zu 
FPG-unbehandelten Proben: # = p <0,05. 156,3 µg/cm² SiO2 entsprechen 500 µg/ml SiO2. 
Nachdem eine 3-stündige Inkubation mit den SiO2-Partikeln kein DNA-schädigendes 
Potenzial erkennen ließ, wurde der Comet-Assay ebenfalls nach einem Zeitraum von 24 h 
durchgeführt. Die Ergebnisse der Messungen sind in Abbildung 4.42 dargestellt, der zu ent-
nehmen ist, dass auch nach 24-stündiger Inkubationsdauer weder für 12 nm noch 40 nm eine 
substanzielle Steigerung der Schweifintensität beobachtet werden kann. Vereinzelt können 
auch nach einer 24-stündigen Inkubationsdauer Konzentrationsstufen gefunden werden, die 
einen signifikanten Unterschied zur korrespondierenden Mediumkontrolle aufweisen. Die 
signifikante Zunahme der Schweifintensitäten einzelner SiO2-Konzentrationen tritt dabei 
weder nach einem bestimmten Muster noch im Zusammenhang mit einer Konzentrations-
abhängigkeit auf. Die bei den entsprechenden Konzentrationsstufen gemessenen Schweif-
intensitäten liegen bei Werten von maximal (2,9 ± 0,8) %. Verglichen mit den für die 
Mediumkontrollen ermittelten Schweifintensitäten (ohne FPG: (0,7 ± 0,2) %; mit FPG: 
((1,1 ± 0,7) %) deutet dies auf eine lediglich marginale DNA-Schädigung hin (siehe Ab-
bildung 4.42). 
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Abbildung 4.42: Darstellung der DNA-strangbrechenden Wirkung verschiedener SiO2-NP (12 nm, 40 nm) in HT29-Zellen nach 
24-stündiger Inkubation in 10 % FKS-haltigem Medium über einen Konzentrationsbereich von 0,03 – 156,3 µg/cm² (in Zu-
sammenarbeit mit A. Frühmesser [2009]). Die Bestimmung erfolgte mithilfe des alkalischen Comet-Assays nach Tice et al. 
[2000]. Die Erfassung der oxidativen DNA-Schädigung erfolgte durch Behandlung mit dem DNA-Reparaturenzym Form-
amidopyrimidin-DNA-glykosylase (FPG) (gestreifte Balken). Eine 2-minütige Bestrahlung der Zellen mit UV-B-Licht 
(λ = 312 nm, E = 448 J/cm²) wurde als Positivkontrolle verwendet. Die abgebildeten Ergebnisse sind die arithmetischen Mittel-
werte ± SD von mindestens drei unabhängigen Versuchen. Signifikante Unterschiede der Proben zur Kontrolle (Medium) 
wurden mittels Students t-Test berechnet: * = p < 0,05; *** = p < 0,001. Signifikante Unterschiede der FPG-behandelten zu FPG-
unbehandelten Proben: # = p <0,05. 156,3 µg/cm² SiO2 entsprechen 500 µg/ml SiO2. 
Neben den 12 nm und 40 nm SiO2-NP wurde auch die Silica-Suspension auf ihre DNA-
schädigenden Eigenschaften hin überprüft. Analog zu den vorangegangenen Experimenten 
mit den als Partikel vorliegenden SiO2-Präparationen (12 nm und 40 nm) wurde der Einfluss 
der Silica-Suspension auf die DNA-Integrität der HT29-Zellen sowohl nach 3- als auch nach 
24-stündiger Inkubation untersucht. Der getestete Konzentrationsbereich reicht von 
0,02 bis 116,8 µg/cm² und unterscheidet sich damit von dem der SiO2-NP (0,03 -
 156,3 µg/cm²). Die Ergebnisse der Messungen sind in Abbildung 4.43 bzw. Abbildung 4.44 
dargestellt. 
Anhand von Abbildung 4.43 lässt sich erkennen, dass eine 3-stündige Inkubation mit der 
Silica-Suspension keine substanzielle Schädigung der DNA hervorruft. Zwar lassen sich ver-
einzelt signifikante Unterschiede der behandelten Probe zur Mediumkontrolle errechnen, 
jedoch fallen die Strangbruchraten mit Schweifintensitäten von maximal 0,5 % sehr gering 
aus, weshalb davon auszugehen ist, dass durch die Silica-Suspension keine Schädigung der 
DNA verursacht wird (siehe Abbildung 4.43). 
Eine zusätzliche Behandlung der Zellen mit FPG führt zu einem leichten Anstieg der 
Schweifintensitäten, wobei mit (0,8 ± 0,4) % auch eine im Vergleich zur FPG-unbehandelten 
Probe ((0,26 ± 0,07) %) erhöhte Grundschädigung der Mediumkontrolle verzeichnet werden 
kann. Anhand des Graphen ist zu erkennen, dass bei einer Konzentration von 0,23 µg/cm² 
mit (1,7 ± 0,2) % erstmals ein signifikanter Unterschied zur Kontrolle auftritt, der an-
schließend erst wieder ab einer Konzentration von 23,4 µg/cm² mit einer Schweifintensität 
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von (1,9 ± 0,4) % festgestellt werden kann. Eine weitere Zunahme der Flächenkonzentration 
führt ebenfalls zu einem weiteren signifikanten Anstieg der Schweifintensität und bildet bei 
der höchsten eingesetzten Konzentration mit 116,8 µg/cm² mit (3,0 ± 0,6) % ein Maximum. 
Auch wenn die Schweifintensitäten mit Werten von maximal 3 % keine ausgeprägte 
Schädigung der DNA erkennen lassen, zeichnet sich erstmals ein Muster in Form einer 
konzentrationsabhängigen Zunahme der Schweifintensität ab (siehe Abbildung 4.43).  
Dementgegen kann infolge einer 2-minütigen Bestrahlung der HT29-Zellen mit UV-B-Licht 
ein signifikanter Anstieg der Schweifintensität auf (11,3 ± 0,5) % und damit eine eindeutige 
Schädigung der DNA verzeichnet werden. Durch die Behandlung der Zellen mit FPG kann 
eine weitere Zunahme der Schweifintensität auf (19,3 ± 2,2) % festgestellt werden und unter-
scheidet sich damit signifikant von der FPG-unbehandelten UV-B-Licht (siehe Abbildung 
4.43). 
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Abbildung 4.43: Darstellung der DNA-strangbrechenden Wirkung der Silica-Suspension in HT29-Zellen nach 3-stündiger 
Inkubation in 10 % FKS-haltigem Medium über einen Konzentrationsbereich von 0,02 – 116,8 µg/cm² (in Zusammenarbeit mit 
A. Frühmesser [2009]). Die Bestimmung erfolgte mithilfe des alkalischen Comet-Assays nach Tice et al. [2000]. Die Erfassung der 
oxidativen DNA-Schädigung erfolgte durch Behandlung mit dem DNA-Reparaturenzym Formamidopyrimidin-DNA-
glykosylase (FPG) (gestreifte Balken). Eine 2-minütige Bestrahlung der Zellen mit UV-B-Licht (λ = 312 nm, E = 448 J/cm²) wurde 
als Positivkontrolle verwendet. Die abgebildeten Ergebnisse sind die arithmetischen Mittelwerte ± SD von mindestens drei un-
abhängigen Versuchen. Signifikante Unterschiede der Proben zur Kontrolle (Medium) wurden mittels Students t-Test be-
rechnet: * = p < 0,05; *** = p < 0,001. Signifikante Unterschiede der FPG-behandelten zu FPG-unbehandelten Proben: # = p <0,05. 
156,3 µg/cm² SiO2 entsprechen 500 µg/ml SiO2. 
Im Gegensatz dazu lassen die in Abbildung 4.44 dargestellten Ergebnisse der 24-stündigen 
Inkubation keine Konzentrationsabhängigkeit der ermittelten Schweifintensitäten erkennen. 
Die Schweifintensitäten der FPG-unbehandelten Proben liegen in einem Bereich zwischen 
0,9 – 1,2 % und bilden eine Art Plateau (siehe Abbildung 4.44). Unabhängig davon zeigt die 
Abbildung vereinzelt Konzentrationsstufen, darunter 11,7 µg/cm² und 58,4 µg/cm², die mit 
einer Schweifintensität von (1,1 ± 0,4) % bzw. (1,2 ± 0,4) % einen signifikanten Unterschied 
zur Mediumkontrolle mit (0,5 ± 0,2) % aufweisen (siehe Abbildung 4.44). 
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Die Ergebnisse nach einer FPG-Behandlung weisen ein zu den unbehandelten Proben 
vergleichbares Muster auf. Anhand von Abbildung 4.44 ist zu erkennen, dass auch hier eine 
Plateaubildung einsetzt und die ermittelten Schweifintensitäten um einen Wert von 2,4 % 
verteilt liegen. Analog zu den FPG-unbehandelten Proben weisen die Schweifintensitäten 
vereinzelter Konzentrationsstufen, darunter 2,34 µg/cm² und 11,7 µg/cm² mit (2,6 ± 0,3) % 
bzw. (2,6 ± 0,6) %, einen signifikanten Unterschied zur Mediumkontrolle mit (1,5 ± 0,5) % auf 
(siehe Abbildung 4.44). Da diese zum einen nur geringfügig von dem der 
korrespondierenden Mediumkontrolle abweichen, zum anderen kein konzentrations-
abhängiges Muster erkennen lassen und sich stattdessen auf einem Plateau bewegen, ist an-
zunehmen, dass den ermittelten Ergebnissen analog zu denen der 12 nm SiO2-NP keine 
substanzielle DNA-Schädigung zugrunde liegt. 
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Abbildung 4.44: Darstellung der DNA-strangbrechenden Wirkung der Silica-Suspension in HT29-Zellen nach 24-stündiger 
Inkubation in 10 % FKS-haltigem Medium über einen Konzentrationsbereich von 0,02 – 116,8 µg/cm² (in Zusammenarbeit mit 
A. Frühmesser [2009]). Die Bestimmung erfolgte mithilfe des alkalischen Comet-Assays nach Tice et al. [2000]. Die Erfassung der 
oxidativen DNA-Schädigung erfolgte durch Behandlung mit dem DNA-Reparaturenzym Formamidopyrimidin-DNA-
glykosylase (FPG) (gestreifte Balken). Eine 2-minütige Bestrahlung der Zellen mit UV-B-Licht (λ = 312 nm, E = 448 J/cm²) wurde 
als Positivkontrolle verwendet. Die abgebildeten Ergebnisse sind die arithmetischen Mittelwerte ± SD von mindestens drei un-
abhängigen Versuchen. Signifikante Unterschiede der Proben zur Kontrolle (Medium) wurden mittels Students t-Test be-
rechnet: * = p < 0,05; *** = p < 0,001. Signifikante Unterschiede der FPG-behandelten zu FPG-unbehandelten Proben: # = p <0,05. 
156,3 µg/cm² SiO2 entsprechen 500 µg/ml SiO2. 
Der Vergleich der Ergebnisse nach 3- und 24-stündiger Inkubation zeigt, dass die ge-
messenen Schweifintensitäten mit maximal 3,0 % alle in einem sehr niedrigen Bereich liegen 
und sich nicht deutlich voneinander unterscheiden. Ein zeitabhängiger Einfluss auf die 
DNA-Integrität ist daher auch nach einer Inkubation mit der Silica-Suspension nicht zu ver-
zeichnen. Einziger Unterschied zwischen den Ergebnissen der verschiedenen Inkubations-
zeiten ist die nach 3-stündiger Exposition auftretende konzentrationsabhängige Zunahme 
der Schweifintensität FPG-behandelter Proben, die nach 24-stündiger Inkubationsdauer 
nicht mehr beobachtet werden kann (vergleiche Abbildung 4.43 mit Abbildung 4.44). 
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Eine Gegenüberstellung der infolge einer Inkubation mit der Silica-Suspension bzw. mit 
den 12 nm SiO2-NP erhaltenen Ergebnisse ist aufgrund der unterschiedlichen Flächen-
konzentrationen nur eingeschränkt möglich. Dennoch lässt sich anhand der Abbildungen 
erkennen, dass die gemessenen Schweifintensitäten der FPG-behandelten und 
-unbehandelten Proben sowohl nach 3 h als auch nach 24 h auf einem ähnlich niedrigen 
Niveau liegen und mit einer maximalen Ausprägung von 3 % keinen substanziellen DNA-
Schaden erkennen lassen. Den einzigen Unterschied bildet auch in diesem Zusammenhang 
die leichte, konzentrationsabhängige Zunahme der Schweifintensitäten der FPG-behandelten 
Proben nach 3-stündiger Inkubation mit der Silica-Suspension, die in dieser Form auch nicht 
im Ansatz für die 12 nm SiO2-NP festgestellt werden konnte (siehe Abbildung 4.41 und Ab-
bildung 4.43.). 
4.1.6.2 Zusammenfassung und Diskussion der DNA-strangbrechenden Eigenschaften 
der Silica-Präparationen 
Im Zuge dieser Arbeit wurden mithilfe des alkalischen Comet-Assays mehrere 
SiO2-Präparationen (12 nm, 40 nm, Silica-Suspension) auf ihre Eigenschaft hin, die Integrität 
der DNA von HT29-Zellen zu schädigen, untersucht.  
Die Ergebnisse zeigen, dass keine der SiO2-Präparationen (12 nm, 40 nm, Silica-Suspension) 
im jeweils untersuchten Konzentrationsbereich von 0,03 - 156,3 µg/cm² bzw. 
0,02 - 116,8 µg/cm² nach einer Inkubationszeit von 3 h sowie 24 h ein substanzielles 
DNA-strangbrechendes Potenzial aufweist. Die Schweifintensitäten liegen mit Werten von 
maximal 3,0 % in einem sehr niedrigen Bereich. Obwohl vereinzelt signifikante Unterschiede 
der Proben zu den jeweiligen Mediumkontrollen ermittelt werden konnten, sind diese auf-
grund der geringen Schweifintensitäten und des Fehlens jeglicher Konzentrationsabhängig-
keit nicht das Resultat eines substanziellen DNA-Schadens.  
Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse des Comet-Assays, dass die in der vorliegenden 
Arbeit untersuchten amorphen SiO2-NP-Präparationen in HT29-Zellen nicht zur Bildung 
von SSB bzw. DSB führen, die mithilfe des alkalischen Comet-Assays erfassbar wären. Eine 
Möglichkeit zur potenziellen Bildung solcher DNA-Läsionen besteht in der direkten Inter-
aktion der SiO2-NP mit der DNA. Damit NP in direkten Kontakt mit der DNA treten 
können, müssen diese die Kernhülle überwinden, was entweder durch eine Kerntrans-
lokation [Unfried et al. 2007] oder aber infolge einer Zellteilung möglich ist, bei der im Zuge 
der Prometaphase die Kernhülle aufgelöst wird [Lehninger et al. 2005]. Da die Ver-
dopplungszeit der HT29-Zellen bei etwa 40 – 60 h, und damit deutlich oberhalb des 
maximalen Inkubationszeitraums von 24 h, liegt [DSMZ 2011], müsste im Fall der vor-
liegenden Arbeit einer direkten DNA-NP Interaktion sehr wahrscheinlich eine Kerntrans-
lokation vorausgehen. Eine Kerntranslokation der 12 nm und 40 nm Partikel konnte jedoch 
im Zuge der Untersuchungen zur subzellulären Lokalisierung der Partikel in HT29-Zellen 
mit großer Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden (siehe Abschnitt 4.1.2). Diese Ergeb-
nisse sprechen gegen eine direkte Interaktion der SiO2-NP mit der DNA und untermauern 
die Befunde des alkalischen Comet-Assays. 
4 Ergebnisse und Diskussion 
173 
 
Dennoch konnte eine Kerntranslokation bereits für einige NP nachgewiesen werden, 
darunter für Au-NP [Pante und Kann 2002] sowie QD [Yamamoto et al. 2004] (siehe Ab-
schnitt 2.6.4). Auch für SiO2 konnte anhand der humanen Epithelzelllinie (HEp-2) eine Kern-
translokation 70 nm großer NP festgestellt werden. Dies steht im Widerspruch zu den in der 
vorliegenden Arbeit erhobenen Daten. Allerdings konnte die Translokation von SiO2-NP in 
den Zellkern durch andere Studien bislang nicht bestätigt werden konnte. Darüber hinaus 
konnte im Zusammenhang mit diesem Effekt durch die Studie weder eine verringerte 
Viabilität noch eine Schädigung der DNA nachgewiesen werden [Chen und von Mikecz 
2005]. 
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit hinsichtlich des DNA-schädigenden Potenzials 
werden durch mehrere Studien an verschiedenen Zelllinien gestützt, die ebenfalls keine Be-
einflussung der DNA-Integrität durch SiO2-Partikel verzeichnen konnten (siehe Tabelle 4.5). 
In diesem Zusammenhang konnte in einer Studie von Jin et al. [2007] anhand 
fluoreszierender SiO2-NP mit einem Durchmesser von 50 nm gezeigt werden, dass selbst 
nach Inkubationszeiten von 48 h und 72 h keine erhöhten Strangbruchraten in A549-Zellen 
festzustellen waren. Die Spanne der untersuchten Konzentrationen erstreckte sich dabei über 
einen Bereich von 0,1 - 500 µg/ml und ist damit mit den applizierten SiO2-Gehalten in der 
vorliegenden Arbeit vergleichbar. Zusätzlich dazu wurde in dieser Studie auch die zelluläre 
Aufnahme untersucht, die zwar eine Lokalisierung der Partikel im Zytosol, nicht aber eine 
Translokation in den Kern zeigte. Des Weiteren konnte in einer von Barnes et al. [2008] über 
mehrere Forschungseinrichtungen hinweg durchgeführte Vergleichsstudie zum 
genotoxischen Potenzial amorpher SiO2-NP mithilfe des alkalischen Comet-Assays gezeigt 
werden, dass weder nach 3-, 6- noch nach 24-stündiger Inkubationsdauer signifikante 
DNA-Schäden verursacht werden. Die in der Untersuchung eingesetzten Mausfibroblasten 
(3T3-L1 Fibroblasten) wurden dabei mehreren NP unterschiedlichen Durchmessers (30 nm, 
80 nm, 400 nm) in Konzentrationen von 4 µg/ml bzw. 40 µg/ml ausgesetzt. Die tatsächlichen 
Partikeldurchmesser unterschieden sich bereits im undispergierten Zustand von den 
Herstellerangaben (33 nm, 35 nm, 240 nm) und wiesen im Anschluss an den Suspensions-
vorgang hydrodynamische Durchmesser von 78 nm, 66 nm bzw. 269 nm auf, die auf 
Agglomerationsprozesse hindeuteten. Das Ausbleiben einer DNA-strangbrechenden 
Wirkung konnte darüber hinaus auch anhand der humanen Kolonkarzinomzelllinie Caco-2 
demonstriert werden [Gerloff et al. 2009]. Dabei konnte nach einer 4-stündigen Inkubation 
der Zellen mit 14 nm großen SiO2-Partikeln bei einer Konzentration von 20 µg/cm² kein 
signifikanter DNA-Schaden beobachtet werden [Gerloff et al. 2009]. Darüber hinaus konnten 
Wang et al. [2007b] auch für kristalline nanostrukturierte SiO2-Partikel (PSD nach Intensität 
9 nm = 71 %; 123 nm = 29 %) keine signifikante Schädigung der DNA von humanen B-Zell 
Lymphoblasten in einem Konzentrationsbereich von 30 – 120 µg/ml feststellen. 
Der Vergleich der Studien zeigt, dass das Ausbleiben eines DNA-strangbrechenden 
Potenzials scheinbar unabhängig von der Partikelgröße, der SOF oder auch der Inkubations-
zeit ist. Auch scheinen weder die eingesetzte Zelllinie noch andere Inkubationsbedingungen 
wie Serumkonzentration Einfluss auf das Resultat der Untersuchungen zu haben 
(siehe Tabelle 4.5). 
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Tabelle 4.5: Darstellung ausgewählter Toxizitätsstudien zum genotoxischen Potenzial von SiO2-NP. 
PPD 
[nm] 
HDD 
[nm] 
SOF 
[m²/g] 
verwendete 
Zelllinie 
Konzentrations-
bereich 
Effekt 
Zeit-
raum 
FKS Studie 
30 
80 
400 
78  
66 
269 
k. A. 3T3-L1 4 / 40 µg/ml alk. CA - 4 h + ? 
[Barnes et 
al. 2008] 
14 k. A. 200 Caco-2 20 µg/cm² 
alk. CA -; 
FPG CA 
4 h - 
[Gerloff et 
al. 2009] 
50 k. A. k. A. A549 0,1 – 500 µg/ml 
alk. CA –; 
8-OxoG - 
48 h 
72 h 
+ 10 % 
[Jin et al. 
2007] 
k. A.* 
71 % = 9 
29 % = 123 
k. A. 
hum B-Zell- 
Lymphoblasten 
30 – 120 µg/ml alk. CA - 24 h +? 
[Wang et 
al. 2007b] 
alk. CA = alkalischer Comet-Assay; FPG CA = FPG-modifizierter Comet-Assay; GSH = Glutathion; HDD = hydrodynamischer 
Durchmesser; PPD = Primärpartikeldurchmesser; SOF = spezifische Oberfläche (in der Regel mittels BET-Verfahren bestimmt); 
k. A. = keine Angabe;  = signifikante Zunahme;  = signifikante Abnahme; ? = keine eindeutige Angabe; + = in Gegenwart; - = in 
Abwesenheit. 
Unabhängig von einem direkten Einfluss kann die Integrität der DNA aber auch durch in-
direkte Mechanismen beeinflusst werden. Nachgewiesen wurde in diesem Zusammenhang 
unter anderem eine Interaktion der Partikel mit Proteinen, die am Zellteilungsprozess [Singh 
et al. 2009] oder aber an der Aufrechterhaltung der Topologie der DNA, wie die Topoiso-
merase [Chen und von Mikecz 2005], beteiligt sind. Die Beeinflussung der Topoisomerasen 
setzt, wie zuvor bereits erwähnt, eine Translokation der Partikel in den Zellkern voraus, was 
jedoch anhand der STEM-Bilder aus Abschnitt 4.1.2 mit großer Wahrscheinlichkeit aus-
geschlossen werden kann. Andere Studien konnten zeigen, dass auch lösliche Faktoren wie 
Zytokine (IL und TNF), Migrationsinhibitionsfaktoren oder auch ROS/RNS DNA-Schäden 
vermitteln oder aber diese durch Störung von DNA-Reparaturprozessen begünstigen 
können [Singh et al. 2009]. Da bereits einige NP, darunter auch SiO2-NP, mit einer 
Stimulierung der Freisetzung von Zytokinen in Verbindung gebracht werden konnten 
[Boraschi et al. 2004, Churg et al. 1999, Krug et al. 2006, Park et al. 2008], ist eine Schädigung 
durch solche Mechanismen theoretisch möglich. Des Weiteren konnte metallischen Pt-NP ein 
strangbrechendes Potenzial nachgewiesen werden, das vermutlich auf der Bildung löslicher 
Pt-Spezies beruht, die möglicherweise ähnlich dem Chemotherapeutikum Cisplatin ko-
valente Verbindungen mit der DNA eingehen [Pelka et al. 2009]. 
Den bedeutendsten Mechanismus, über den NP indirekt die Integrität der DNA schädigen 
können, stellt die Bildung von ROS dar (siehe Abschnitte 2.6.4 und 2.8.1). In mehreren 
Studien, darunter für CuO, Fe3O4 [Karlsson et al. 2009b], ZnO [Gerloff et al. 2009, Karlsson et 
al. 2009b] oder TiO2 [Gurr et al. 2005], konnte bereits gezeigt werden, dass die NP-induzierte 
Bildung von ROS zu einer Schädigung der DNA beitragen kann [Karlsson 2010]. Aus diesem 
Grund wurde in der vorliegenden Arbeit der Comet-Assay um den Einsatz des 
DNA-Reparaturenzyms FPG erweitert. Dadurch wurde die Erfassung sogenannter 
FPG-sensitiver Stellen ermöglicht, bei denen es sich um modifizierte Purinbasen handelt. 
Dabei werden, neben alkylierten DNA-Basen und AP-Stellen, bevorzugt oxidierte DNA-
Läsionen wie 8-OxoG detektiert, weshalb eine Erhöhung der Strangbruchrate nach FPG-
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Behandlung oft auch mit einer oxidativen Schädigung der DNA gleichgesetzt wird (siehe 
Abschnitt 2.8.1). 
In der vorliegenden Arbeit weisen die Ergebnisse des Comet-Assays der einer 
FPG-Behandlung unterzogenen Proben dasselbe Muster wie die FPG-unbehandelten Proben 
auf und unterscheiden sich nicht signifikant von diesen. Analog zu den unbehandelten 
Proben kann auch im Falle der FPG-behandelten Proben für keine der untersuchten 
SiO2-Präparationen ein substanzielles DNA-schädigendes Potenzial nachgewiesen werden. 
Die Ergebnisse zeigen eindeutig, dass keine der untersuchten SiO2-Präparationen zu einer 
oxidativen DNA-Schädigung führt. Die Abwesenheit von oxidativen DNA-Schäden unter-
mauert die in Abschnitt 4.1.4.1 dargestellten Ergebnisse des DCF-Assays und unterstützt die 
Hypothese, dass es infolge einer Inkubation mit den hier untersuchten SiO2-Präparationen 
nicht zu einer Bildung von ROS kommt. 
Einzige Ausnahme hiervon bilden die Ergebnisse der 3-stündigen Inkubation mit der Silica-
Suspension, die eine leichte konzentrationsabhängige Zunahme der Strangbruchraten 
zeigen. Diese Zunahme der FPG-sensitiven Stellen deutet auf eine oxidative Schädigung der 
DNA hin. Dies könnte ein Indiz für eine größenabhängige Bildung von oxidativen 
DNA-Läsionen sein, da ein solcher Effekt lediglich infolge einer Inkubation mit der 
SiO2-Präparation mit den kleinsten Partikeldurchmessern (siehe Tabelle 4.1) zu beobachten 
war. Dies würde jedoch den Ergebnissen des DCF-Assays widersprechen, durch den weder 
nach 1- noch nach 3-stündiger Inkubation eine signifikante ROS-Bildung nachgewiesen 
werden konnte (siehe Abbildung 4.25). Darüber hinaus ist die Zunahme der Schweifintensi-
täten zwar signifikant, wobei der Effekt mit einer maximalen Schweifintensität von 3 % 
jedoch marginal ausfällt, weshalb den Beobachtungen vermutlich kein essenzieller 
DNA-Schaden zugrunde liegt (siehe Abbildung 4.43). Des Weiteren zeigt der Vergleich mit 
den Daten der 24-stündigen Inkubation, dass nach dieser Zeitspanne die Schweifintensitäten 
der FPG-behandelten Proben mit 2,5 % zwar in einer vergleichbaren Größenordnung liegen, 
sich jedoch über den gesamten Konzentrationsbereich auf einem Niveau bewegen. Im Falle 
einer ROS-vermittelten DNA-Schädigung sollte ein ähnlicher Trend auch nach 24 h zu be-
obachten sein. Gemeinsam mit den Daten des DCF-Assays spricht diese Überlegung gegen 
eine oxidative DNA-Schädigung infolge einer 3-stündigen Inkubation mit der Silica-
Suspension.  
Eine oxidative Schädigung der DNA durch amorphe SiO2-NP wird in der Literatur 
kontrovers diskutiert. So konnte in einer Studie von Gerloff et al. [2009] anhand von 
Caco-2-Zellen ein DNA-schädigendes Potenzial für SiO2-NP nach einer FPG-Behandlung 
nachgewiesen werden, womit den in dieser Arbeit gefundenen Ergebnissen widersprochen 
wird. Die dabei untersuchten SiO2-NP führten bereits nach einer 4-stündigen Inkubationszeit 
bei einer Konzentration von 20 µg/cm² zu einer signifikanten Zunahme der Strangbruchrate. 
Der Vergleich der in der Studie eingesetzten NP mit den im Zuge dieser Arbeit untersuchten 
Partikeln zeigt, dass diese zwar von einem anderen Hersteller (Sigma) bezogen wurden, aber 
mit einer Größe von 14 nm einen ähnlichen Primärdurchmesser wie die kleinsten in dieser 
Studie untersuchten Partikel (12 nm SiO2-NP) aufwiesen. Dementgegen konnten in der 
Studie von Jin et al. [2007] keine oxidativen Basenmodifikationen in der Form von 8-OxoG 
nachgewiesen werden, obwohl die als Testsystem verwendeten A549-Zellen den 50 nm 
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SiO2-NP mit einer Konzentration von 500 µg/ml (263 µg/cm²) über einen Zeitraum von bis 
zu 72 h ausgesetzt waren (siehe Tabelle 4.5).  
Während die Ergebnisse der zweiten Studie [Jin et al. 2007] den Daten der vorliegenden 
Arbeit entsprechen, stehen diese trotz vergleichbarer Partikeldurchmesser (12 nm bzw. 
14 nm) im Widerspruch zur ersten Studie von Gerloff et al. [2009]. Eine Erklärung für diese 
unterschiedlichen Effekte der SiO2-NP mit ähnlichen Primärdurchmessern ist möglicher-
weise auf die Inkubationsbedingungen zurückzuführen. Während die Inkubation der 
Partikel in der vorliegenden Arbeit in Medium mit hohen Serumkonzentrationen (10 % FKS) 
erfolgte, wurden die Partikel in der Studie von Gerloff et al. [2009] in serumfreiem Medium 
appliziert. Darüber hinaus wurden die Zellen zuvor über 20 h in serumfreiem Medium 
„ausgehungert“, was möglicherweise Auswirkungen auf die Partikelaufnahme hatte. 
Darüber hinaus konnte anhand der Untersuchungen zum Einfluss von FKS in dieser Arbeit 
gezeigt werden, dass die Agglomeration durch den Serumgehalt zunimmt, wohingegen die 
Partikel in serumfreiem Medium deutlich kleinere hydrodynamische Durchmesser auf-
weisen (siehe Tabelle 4.1). Da in der Studie von Gerloff et al. [2009] keine weiteren Angaben 
zum Agglomerationsverhalten im Zellkulturmedium gemacht wurden, ist anzunehmen, 
dass die in serumfreiem Medium applizierten SiO2-NP in Form deutlich kleinerer Strukturen 
mit den Zellen in Wechselwirkung treten. Aufgrund der in Abschnitt 2.2 erläuterten Effekte 
neigen kleinere Strukturen durch ihre deutlich höheren SOF eher zur Bildung von ROS, 
wodurch eine oxidative Schädigung der DNA in diesem Fall zu erklären wäre. 
In diesem Zusammenhang darf jedoch nicht unberücksichtigt bleiben, dass auch für stark 
agglomerierte Nanomaterialien wie CB die Bildung von ROS nachgewiesen werden konnte 
[Stone et al. 1998]. Aus diesem Grund scheint der hydrodynamische Durchmesser nicht allein 
Ursache für die unterschiedliche Wirkung der SiO2-NP zu sein. Vielmehr ist anzunehmen, 
dass auch andere Parameter, wie Morphologie, produktionsbedingte Unterschiede der Ober-
flächenstruktur (Porosität) sowie metallische Verunreinigungen, Einfluss auf eine oxidative 
DNA-Schädigung haben. 
Zusammengefasst zeigt sich, dass hinsichtlich des toxischen Profils der untersuchten 
SiO2-Präparationen ein genotoxischer Beitrag weitestgehend ausgeschlossen werden kann. 
Des Weiteren weisen die Untersuchungen darauf hin, dass auch eine oxidative Schädigung 
der DNA unwahrscheinlich ist. Diese Erkenntnisse untermauern die Hypothese, dass ein 
ROS-vermittelter Beitrag zum toxischen Profil der im Zuge der vorliegenden Arbeit unter-
suchten SiO2-Präparationen in dieser Zelllinie (HT29) keine tragende Rolle einnimmt bzw. 
nicht vorhanden ist. Dies steht jedoch teilweise im Konflikt zu anderen Studien, wobei ein 
Vergleich der Ergebnisse zeigt, dass die Inkubationsbedingungen besonders in Hinblick auf 
den Serumgehalt des Mediums eine entscheidende Rolle spielen könnten. Künftig sollten 
daher weitere Untersuchungen in dieser Richtung angestrebt werden und so zur Aufklärung 
zugrunde liegender Wirkmechanismen beitragen. 
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4.1.7 Zusammenfassung der biologischen Wirkungen der Silica-Nanopartikel 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der Fragestellung nachgegangen, inwieweit 
SiO2-Partikel, die unter anderem in der Lebensmittelindustrie eingesetzt werden durch 
Zellen des GIT aufgenommen werden und ob diese in weiterer Folge biologische Effekte aus-
lösen können. Die Untersuchungen wurden anhand der gut charakterisierten 
Kolonkarzinomzelllinie HT29 durchgeführt. Im Mittelpunkt der biologischen Unter-
suchungen stand dabei zum einen die subzelluläre Lokalisierung sowie die Interaktion mit 
zellulären Kompartimenten. Zum anderen lag der Fokus auf dem zytotoxischen bzw. 
wachstumsmodulierenden Potenzial der Partikel. Des Weiteren sollte der Einfluss der 
Partikel auf den zellulären Redoxstatus sowie abhängiger Signalkaskaden erfasst sowie ein 
potenzieller Einfluss auf die Integrität der DNA untersucht werden. Schließlich wurde ein 
möglicher Einfluss der Partikelgröße anhand von SiO2-Präparationen mit unterschiedlichem 
Primärpartikeldurchmesser (12 nm, 40 nm, 200 nm) untersucht. 
Zu diesem Zweck wurden verschiedene kommerziell erhältliche SiO2-NP erworben, die 
mittels unterschiedlicher Syntheseprinzipien hergestellt wurden. Während es sich bei den 
12 nm und 40 nm SiO2-NP um pyrogenes Silica handelte, wurden die 200 nm SiO2-Partikel 
mittels eines Sol-Gel-Verfahrens nach dem Prinzip des Stöber-Verfahrens produziert. 
Darüber hinaus wurde eine wässrige Suspension der 12 nm SiO2-NP mitgeführt 
(Silica-Suspension), deren Agglomerate durch intensive Ultraschallbehandlung nochmals 
weiter aufgebrochen wurden (siehe Abschnitt 4.1.1). 
Die Charakterisierung der Partikelpräparationen durch elektronenmikroskopische 
Methoden zeigte, dass diese im Fall der 12 nm und 40 nm nicht als Primärpartikel, sondern 
in Form von Agglomeraten/Aggregaten vorlagen. Für die 200 nm Partikel konnte sowohl 
eine suspendierbare Fraktion mit Primärpartikeln von 200 nm als auch eine Fraktion mit 
mikrostrukturierten Agglomeraten definiert werden. Untersuchungen bezüglich des hydro-
dynamischen Durchmessers in verschiedenen flüssigen Medien (H2O, Medium ± 1 %/ 
10 % FKS) zeigten, dass durch den Zusatz von FKS das Agglomerationsverhalten stark be-
einflusst wurde, was insbesondere anhand der 12 nm SiO2-NP mit Agglomeraten > 500 nm 
zu beobachten war. Im Gegensatz zu den 12 nm und 40 nm SiO2-NP, die ebenfalls eine ver-
stärkte Agglomerationstendenz in Gegenwart von FKS aufwiesen, wurden die 200 nm 
Partikel nicht beeinflusst, sondern wiesen immer einen mittleren Sauterdurchmesser in der 
Größenordnung von 200 nm auf. Im Einklang mit einer zunehmenden Agglomerations-
neigung konnte eine Absenkung des ζ-Potenzials in FKS-haltigem Zellkulturmedium ver-
zeichnet werden, was für eine abnehmende Stabilisierung der Partikelsuspensionen spricht 
(siehe Abschnitt 4.1.1 bzw. Tabelle 4.1). 
Die zelluläre Aufnahme der NP durch HT29-Zellen konnte anhand der 12 nm und 40 nm 
SiO2-NP nachgewiesen werden. Aufgrund der angewendeten STEM-Technik, die 50 nm 
dicke Ultramikrotomschnitte erfordert, konnte der Nachweis nicht für die 200 nm 
SiO2-Partikel erbracht werden. Die angefertigten Aufnahmen zeigen, dass die SiO2-NP 
innerhalb der Zelle hauptsächlich in Form vesikulärer Strukturen vorliegen. Diese 
Strukturen, bei denen es sich wahrscheinlich um sekundäre Lysosomen handelte, weisen auf 
eine Aufnahme mittels endozytotischer Mechanismen hin. Des Weiteren konnten auch frei 
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im Zytosol vorliegende NP nachgewiesen werden. Die Tatsache, dass diese zumeist in 
agglomerierter Form vorlagen, spricht jedoch gegen eine Aufnahme mittels passiver 
Mechanismen wie Diffusion und möglicherweise für eine Freisetzung der Agglomerate aus 
den vesikulären Strukturen infolge eines Berstens der Lysosomen. Darüber hinaus konnte 
weder eine Translokation in den Zellkern noch eine Interaktion mit Mitochondrien fest-
gestellt werden. Hinsichtlich einer Beeinflussung der Aufnahme durch einen unterschied-
lichen FKS-Gehalt konnten keine Unterschiede verzeichnet werden (siehe Abschnitt 4.1.2). 
Untersuchungen zum zytotoxischen Potenzial der SiO2-Partikel wurden über einen 
Konzentrationsbereich von 0,03 – 156,3 µg/cm² durchgeführt und zeigten eine klare Ab-
hängigkeit von der bei der Inkubation eingesetzten FKS-Konzentration. Während in Medium 
mit hohen Serumkonzentrationen (10 % FKS) keine zytotoxischen Eigenschaften festgestellt 
werden konnten, wurden nach Absenkung des FKS-Gehalts auf 1 % Auswirkungen auf die 
Zellmembran sowie auf die Aktivität mitochondrialer Dehydrogenasen festgestellt. In 
diesem Zusammenhang konnte zusätzlich zu einer Konzentrationsabhängigkeit der Effekte 
teilweise auch eine Abhängigkeit von der Partikelgröße verzeichnet werden. Während die 
200 nm Partikel auch unter FKS-Konzentrationen (1 % FKS) keine Beeinträchtigung der 
mitochondrialen Aktivität (MA) sowie der Membranintegrität erkennen ließen, führte eine 
24-stündige Inkubation mit 12 nm und 40 nm SiO2-NP zu einer signifikanten Absenkung der 
MA sowie zur Störung der Membranintegrität. Dabei wurde von den 12 nm SiO2-NP bereits 
ab einer Konzentration von 31,3 µg/cm² ein signifikantes Level erreicht, wohingegen dieses 
im Falle der 40 nm SiO2-NP erst ab einer Konzentration von 93,8 µg/cm² auftritt (siehe Ab-
schnitt 4.1.3) 
In Übereinstimmung damit konnte mithilfe des SRB-Assays unter hohen Serum-
konzentrationen kein wachstumshemmender Einfluss der SiO2-Partikel festgestellt werden. 
Dementgegen wurde eine konzentrations- sowie zeitabhängige Stimulation des Zell-
wachstums festgestellt, die jedoch lediglich durch die SiO2-Präparation mit den kleinsten 
Partikeldurchmessern (12 nm SiO2-NP) ausgelöst wurde. Dabei konnte bereits nach 
24-stündiger Inkubation durch eine Konzentration von 31,3 µg/cm² eine signifikante Zu-
nahme des Zellwachstums verzeichnet werden, die sich sowohl mit Anstieg des 
SiO2-Gehalts auf 93,8 µg/cm² als auch mit zunehmender Inkubationszeit auf maximal 124 % 
nach 72 h verstärkte (siehe Abschnitt 4.1.3.1). 
In Rahmen der Untersuchungen zur Beeinflussung des Redoxpotenzials konnte mithilfe des 
DCF-Assays weder nach Kurzzeitinkubationen von 1 h bzw. 3 h noch nach 24-stündiger 
Inkubation die Bildung intrazellulärer ROS nachgewiesen werden. Im Gegensatz zu den 
zytotoxischen Eigenschaften der Partikel konnte das Ausbleiben einer Bildung von ROS 
sowohl in Medium mit hoher (10 % FKS) als auch mit niedriger Serumkonzentration (1 % 
FKS) gezeigt werden. Die Abwesenheit von ROS unter zytotoxischen Bedingungen (1 % FKS; 
24 h Inkubation) deutet darauf hin, dass das zytotoxische Potenzial der 12 nm und 40 nm 
SiO2-NP nicht auf die Bildung von ROS zurückzuführen ist (siehe Abschnitt 4.1.4.1). In 
Übereinstimmung mit diesen Ergebnissen führte eine 3-stündige Inkubation der 
HT29-Zellen mit den SiO2-Partikeln zu keiner Beeinträchtigung des zellulären 
tGSH-Spiegels. Dementgegen konnte infolge einer 24-stündigen Inkubation ein 
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konzentrationsabhängiger Anstieg des tGSH-Gehalts nachgewiesen werden. Im Rahmen 
dieses Experiments konnte des Weiteren auch eine Abhängigkeit des Effekts von der 
Partikelgröße festgestellt werden. Dabei zeigte sich, dass die Zunahme des tGSH-Gehalts in-
vers mit dem Durchmesser korrelierte. Während eine Inkubation mit den 200 nm 
SiO2-Partikeln zu keiner Abweichung des tGSH-Spiegels vom Level der Mediumkontrolle 
führte, konnte für beide NP-Präparationen ein Anstieg des zellulären tGSH-Gehalts be-
obachtet werden, wobei jedoch lediglich im Fall der 12 nm SiO2-NP ein signifikantes Niveau 
erreicht wurde. Dabei konnte in der höchsten eingesetzten Konzentration von 156,3 µg/cm² 
ein maximaler Anstieg auf 160 % verzeichnet werden (siehe Abschnitt 4.1.4.2). Dieser bio-
logische Effekt wurde von einer erhöhten Expression beider Untereinheiten der γ-GCL be-
gleitet (siehe Abschnitt 4.1.4.3), was die Vermutung nahelegt, dass dem Anstieg eine de novo 
Synthese von GSH zugrunde liegt, die möglicherweise durch eine Aktivierung des 
Nrf2/ARE-Signalwegs ausgelöst wird. Eine Aktivierung dieses Signalwegs wird meist mit 
einem moderaten Level an oxidativen Stress in Verbindung gebracht wird [Dinkova-Kostova 
und Baird 2011], was im Zuge dieser Arbeit für die untersuchten SiO2-NP jedoch nicht nach-
gewiesen werden konnte. 
Dies betreffend konnte in weiteren Untersuchungen eine konzentrationsabhängige Zu-
nahme der Phosphorylierung von ERK1/2 nach Inkubation mit 12 nm SiO2-NP gezeigt 
werden (siehe Abschnitt 4.1.5.1). Mithilfe des spezifischen MEK-Inhibitors PD98059 wurde 
gezeigt, dass eine Unterdrückung der Phosphorylierung von ERK1/2 ebenfalls eine Unter-
drückung der Transkription der γ-GCL nach sich zieht (siehe Abschnitt 4.1.5.2). Dies deutet 
auf eine Querverknüpfung der beiden Signalwege hin, bei der eine Aktivierung des 
Nrf2/ARE-Pfads über einen Einfluss des MAPK/ERK-Signalwegs erfolgt. Da ERK1/2 mit in 
die Regulation des Zellzyklus eingebunden ist und damit auch Einfluss auf das Zell-
wachstum hat, könnte eine erhöhte Phosphorylierung dieses Proteins möglicherweise eine 
zentrale Rolle bei den durch SiO2-NP verursachten Effekten in HT29-Zellen spielen. 
Untersuchungen hinsichtlich des DNA-strangbrechenden Potenzials der SiO2-NP konnten 
weder nach 3- noch nach 24-stündiger Inkubation eine negative Beeinflussung der Integrität 
der DNA nachweisen. Darüber hinaus konnte im Zuge dessen auch eine oxidative 
Schädigung der DNA ausgeschlossen werden. Diese Erkenntnis untermauert die Hypothese, 
dass ein ROS-vermittelter Beitrag zu den biologischen Effekten der untersuchten 
SiO2-Präparationen in der Zelllinie HT29 keine tragende Rolle einnimmt bzw. nicht vor-
handen ist. Des Weiteren deuten die Ergebnisse darauf hin, dass ein DNA-schädigender Bei-
trag zum toxikologischen Profil der untersuchten SiO2-Präparationen weitestgehend aus-
geschlossen werden kann (siehe Abschnitt 4.1.6). 
Der Vergleich der 12 nm SiO2-NP Effekte mit denen, die durch die Silica-Suspension 
hervorgerufen wurden, zeigt, dass prinzipiell dieselben biologischen Parameter an-
gesprochen wurden. Dabei waren die Effekte teilweise, wie im Fall des zellulären 
tGSH-Gehalts sowie bei der Transkription der γ-GCL nach Inkubation mit der 
Silica-Suspension, etwas stärker ausgeprägt (siehe Abschnitt 4.1.4.2 bzw. 0). Dies könnte auf 
einen partikelgrößenabhängigen Effekt der verschiedenen SiO2-Präparationen hinweisen. 
Jedoch sind die Interpretationsmöglichkeiten aufgrund fehlender Vergleichskonzentrationen 
eingeschränkt und können nur unter Vorbehalt getroffen werden. 
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Insgesamt konnte gezeigt werden, dass die im Rahmen der vorliegenden Arbeit unter-
suchten SiO2-Präparationen durch HT29-Zellen aufgenommen werden, wobei ein Kontakt 
der Partikel mit dem Zellkern oder den Mitochondrien unwahrscheinlich erscheint. 
Bezüglich der zytotoxischen Eigenschaften der SiO2-NP scheinen die Inkubations-
bedingungen besonders in Hinblick auf den Serumgehalt des Mediums eine entscheidende 
Rolle zu spielen. Des Weiteren zeigten die Untersuchungen einen Anstieg des GSH-Gehalts 
einhergehend mit einer Transkriptionserhöhung der γ-GCL. In diesem Zusammenhang 
deuten die Ergebnisse auf eine Verbindung zwischen dem Nrf2/ARE- und dem MAPK/ERK-
Signalweg hin. Bezüglich der Ursache für die beobachteten biologischen Auswirkungen 
existiert entgegen dem „Oxidativen-Stress“-Paradigma kein Hinweis auf eine Bildung von 
ROS durch diese SiO2-NP. Aufgrund der beobachteten Partikelgrößenabhängigkeit ist davon 
auszugehen, dass der Durchmesser oder auch die spezifische Oberfläche der Partikel einen 
entscheidenden Einfluss auf die Ausprägung der biologischen Effekte hat. Weitere Unter-
suchungen in dieser Hinsicht sollten in Zukunft angestrebt werden und könnten eventuell 
zur Aufklärung zugrunde liegender Wirkmechanismen beitragen. Abschließend sind in 
Tabelle 4.6 die Ergebnisse der Untersuchungen zu den biologischen Auswirkungen der ver-
schiedenen SiO2-Präparationen in HT29-Zellen zusammengefasst. 
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Tabelle 4.6: Tabellarische Zusammenfassung der Ergebnisse zur Untersuchung der biologischen Wirkung von SiO2-Partikeln in 
der humanen Kolonkarzinomzelllinie HT29. 
 
Methode/  
Parameter 
Proliferations-
status 
Serum-
konzentration 
Inkubations-
zeit [h] 
SiO2 
12 nm 
SiO2 
40 nm 
SiO2 
200 nm 
Silica-
Suspension 
Z
el
lu
lä
re
 
A
u
fn
ah
m
e STEM/ 
zytosolisch NP 
proliferativ 
1 % 24 + + n. b. n. b. 
10 % 24 + + n. b. n. b. 
STEM/ 
vesikuläre NP 
proliferativ 
1 % 24 + + n. b. n. b. 
10 % 24 + + n. b. n. b. 
Z
y
to
to
x
iz
it
ät
 
LDH-Assay/ 
Membranintegrität 
proliferativ 
1 % 24   -  
10 % 24 - - - - 
konfluent 
1 % 24   -  
10 % 24 - - - - 
LDH-Assay + NAC/ 
Membranintegrität 
proliferativ 
1 % 24   - n. b. 
10 % 24 - - - n. b. 
WST-1-Assay/ 
mitochondriale 
Aktivität 
proliferativ 
1 % 24   -  
10 % 24 - - - - 
konfluent 
1 % 24   -  
10 % 24 - - - - 
SRB-Assay/ 
Zellwachstum 
proliferativ 10 % 
24  - -  
48  - -  
72  - -  
R
ed
o
x
st
at
u
s 
DCF-Assay/ 
intrazelluläre ROS 
konfluent 
1 % 
1 - - - - 
3 - - - - 
24 - - - - 
10 % 
1 - - - - 
3 - - - - 
24 - - - - 
tGSH-Assay/ 
zellulärer tGSH-
Gehalt 
proliferativ 10 % 
3 - - - - 
24  () -  
qRT-PCR/ 
γ-GCL-
Transkription 
proliferativ 10 % 
8 - n. b. n. b. n. b. 
24  n. b. n. b.  
 
qRT-PCR/ 
γ-GCL-
Transkription + 
PD98059 
proliferativ 10 % 24 - n. b. n. b. n. b. 
S
ig
n
al
in
g
 WB/ 
pERK1/2  
  0,75  n. b. n. b. n. b. 
WB/ 
pERK1/2 + PD98059 
proliferativ 1 % 0,75 - n. b. n. b. n. b. 
G
en
o
to
xi
zi
tä
t 
Comet-Assay/ 
DNA-Strangbrüche 
proliferativ 10 % 
3 - - n. b. - 
24 - - n. b. - 
DCF = Dichlorofluorecein; γ-GCL = γ-Glutamylcysteinligase; LDH = Laktatdehydrogenase; NAC = N-Acetylcystein; PD98059 = 
MEK-Inhibitor 2‘-Amino-3‘-methoxyflavon; proliferative = 70 – 80 % Konfluenz; qRT-PCR = quantitative Echtzeit-Polymerase-
Kettenreaktion (quantitative real-time polymerase chain reaction); SRB = Sulforhodamin-B; STEM = Rastertransmissionselektronen-
mikroskopie (scanning transmission electron microscopy); tGSH = Gesamtglutathiongehalt; WB = Western Blot; WST = wasserlös-
liches Tetrazolium (water soluble tetrazolium); () = tendenzielle Zunahme;  = signifikante Zunahme;  = signifikante Abnahme; - 
= kein Effekt nachgewiesen; + = Effekt nachgewiesen; n. b. = nicht bestimmt. 
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4.2 Platin-Nanopartikel (Pt-NP) 
Der zweite Abschnitt des experimentellen Teils der Arbeit widmet sich den toxikologischen 
Eigenschaften verschiedener Pt-Partikelpräparationen. Die Untersuchungen, die im Zuge 
dieser Arbeit durchgeführt wurden, bauen auf den Erkenntnissen früherer Ergebnisse, aus 
der Dissertation von Joanna Pelka [2010] auf, vervollständigen diese und geben Hinweise auf 
die hinter den beobachteten Effekten stehenden Mechanismen. 
Zu Beginn wird daher kurz auf die vorangegangenen Arbeiten eingegangen, um die seit-
dem gewonnenen Ergebnisse in den richtigen Kontext zu setzen. In den Untersuchungen 
zum toxikologischen Profil der Pt-NP lag der Fokus nicht primär auf dem Nachweis einer 
Korrelation der Eigenschaften mit dem Partikeldurchmesser, sondern vielmehr auf der Auf-
klärung des Mechanismus des genotoxischen Potenzials. Darüber hinaus wurde die sub-
zelluläre Lokalisierung der Pt-Partikel in HT29-Zellen mithilfe verschiedener elektronen-
mikroskopischer Methoden untersucht wurde. Alle in diesem Zusammenhang erstellten 
elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden von Mitarbeitern der AG von Prof. D. 
Gerthsen im Laboratorium für Elektronenmikroskopie der Fakultät für Physik, KIT, an-
gefertigt. 
4.2.1 Partikelcharakterisierung 
Zu Beginn dieses Abschnittes wird kurz auf die Nomenklatur und Charakterisierung der 
untersuchten Pt-NP eingegangen. Im Anschluss daran werden diese um neue Erkenntnisse 
erweitert sowie alternative Methoden zur Charakterisierung der Partikel in komplexen 
Medien dargestellt. 
4.2.1.1  Vorausgegangene Charakterisierung der Platin-Partikelpräparationen 
Alle im folgenden Abschnitt wiedergegebenen Daten sind der Dissertation von Joanna Pelka 
entnommen [Pelka 2010]. Die in dieser Arbeit untersuchten Pt-NP wurden im Zuge des 
Nano-Cell-Projektes, einer interdisziplinären Zusammenarbeit verschiedener AG des KIT 
(Karlsruhe, Deutschland) hergestellt. Die Synthese der Pt-NP erfolgte mittels SFRD-
Verfahren, wobei, ausgehend vom selben metallo-organischen Vorläuferkomplex 
(Pt2Me(COD)) (siehe Abbildung 2.22), lediglich durch Variation der Prozessparameter drei 
Pt-Präparationen mit unterschiedlichem Primärpartikeldurchmesser hergestellt wurden 
(siehe Abschnitt 2.9.3). Die verschiedenen im Zuge des Projektes synthetisierten 
Pt-Präparationen wurden innerhalb des Projektes unter den folgenden Bezeichnungen ge-
führt: 
 Pt-CD0 
 Pt-CD2 
 Pt-CD3 
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Die Abkürzung CD steht in diesem Zusammenhang für β-Cyclodextrin, das Trägermaterial, 
auf dem die Partikel abgeschieden wurden. Abbildung 4.45 A - C zeigt repräsentative 
elektronenmikroskopische Aufnahmen der verschiedenen Partikelpräparationen. 
 
Abbildung 4.45: Elektronenmikroskopische Aufnahmen der untersuchten Pt-NP Präparationen: A) Transelektronen-
mikroskopische-(TEM)-Aufnahme von Pt-Partikeln der Präparation Pt-CD0 bestehend aus agglomerierten/aggregierten Nano-
kristalliten eines Durchmessers von etwa 5 nm; B) TEM-Aufnahme von Pt-Partikel der Präparation Pt-CD2 mit einem Durch-
messer < 10 nm; C) Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme (scanning electron microscopy; SEM) von Pt-Partikeln der 
Präparation Pt-CD3. Aufnahmen erstellt durch Mitarbeiter der AG Prof. D. Gerthsen im Laboratorium für Elektronenmikro-
skopie, KIT. [Bilder entnommen und modifiziert nach Pelka et al. 2009]. 
Anhand der Aufnahmen ist zu erkennen, dass die Partikel der Pt-CD0 Präparation vor-
wiegend aus Agglomeraten/Aggregaten mit einem Durchmesser von ungefähr 100 nm be-
stehen, die sich wiederum aus Pt-Kristalliten eines Durchmessers von weniger als 5 nm zu-
sammensetzen (siehe Abbildung 4.45 A). Die TEM-Aufnahme der Pt-CD2 Präparation zeigt, 
dass die Pt-Partikel dieser Charge teilweise in leicht agglomerierter/aggregierter Form vor-
liegen. Die Agglomerate/Aggregate selbst sind mit etwa 30 nm deutlich kleiner als die der 
Pt-CD0 Präparation. Darüber hinaus weisen die Partikel dieser Präparation mit einer 
typischen Größe von ≤ 10 nm eine größere Monodispersität sowie eine rundere Form auf 
(siehe Abbildung 4.45 B). Abbildung 4.45 C zeigt eine rasterelektronenmikroskopische Auf-
nahme (scanning electron microscopy; SEM) der Partikel der Pt-CD3 Präparation, anhand derer 
erkennbar ist, dass diese in Form von Agglomeraten mit Durchmessern über 500 nm vor-
liegen. Die Einzelpartikel der Präparation weisen einen Durchmesser leicht oberhalb von 
150 nm auf. Darüber hinaus unterscheiden sich die Einzelpartikel dieser Präparation von 
denen anderer durch merklich ausgebildete kristallographische Facetten, die anhand der 
kuboktaedrischen Form erkennbar sind [Pelka 2010]. Für weitere Abbildungen, insbesondere 
für Detailaufnahmen einzelner Partikel und eine ausführlicheren Beschreibung wird auf die 
Dissertation von Joanna Pelka verwiesen [siehe Pelka 2010]. 
Zur Bestimmung der PSD der einzelnen Pt-Präparationen wurde der Feret-Durchmesser26 
von etwa 600 Partikeln aus verschiedenen TEM- und SEM-Aufnahmen mithilfe einer Bild-
analysesoftware (ImageV Version 1.38) ermittelt und das Ergebnis statistisch ausgewertet. In 
Tabelle 4.7 sind die Ergebnisse der Auswertung dargestellt. Dabei gibt der d50-Wert den 
Durchmesser an, bei dem die eine Hälfte aller Partikel mit einem kleineren und die andere 
                                                          
 
26 Der Feret-Durchmesser eines Partikels definiert sich anhand seiner Projektionsfläche als der maximale Abstand 
zwischen deren begrenzenden Tangenten senkrecht zur Messrichtung [Kurzhals 2003, Pelka 2010]. 
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mit einem größeren Durchmesser vorliegt. Analog dazu ist der d10 (d90)-Wert definiert als 
Durchmesser, bei dem 10 % (90 %) der Partikel einen kleineren und 90 % (10 %) einen 
größeren Durchmesser aufweisen. Eine Aussage über die Polydispersität der Präparationen 
kann anhand der Spannweite der PSD (Δ) getroffen werden, die sich anhand der Formel (4.1) 
errechnen lässt: 
 
   
       
   
 (4.1) 
Die in Tabelle 4.7 dargestellten Ergebnisse lassen erkennen, dass die Präparation Pt-CD2 
mit einem d50 von 7,7 nm nicht nur die kleinsten Partikel aufweist, sondern auch eine sehr 
enge Größenverteilung (Δ = 1) besitzt. Dementgegen deutet ein Δ = 2,9 bei der Präparation 
Pt-CD0 auf eine breite PSD hin. Die Werte der ermittelten Durchmesserverteilungen zeigen, 
dass diese Pt-Präparation sowohl sehr kleine Partikel einer Größe von 6 nm als auch größere 
Agglomerate/Aggregate mit Durchmessern > 60 nm enthält. Im Fall der Präparation Pt-CD3 
liegt eine geringe Variation der relativen Partikelgröße vor, was anhand einer Spannweite 
von Δ = 0,8 deutlich wird. Dementgegen ist der absolute Größenbereich, der durch die 
Partikel abgedeckt wird, mit Durchmessern von 88 – 210 nm vergleichsweise groß (siehe 
Tabelle 4.7). 
Entsprechend den Ergebnissen der PSD wurden die Bezeichnungen der Pt-Präparationen in 
Pt-NP < 100 nm (Pt-CD0), Pt-NP < 20 nm (Pt-CD2) und Pt-Partikel > 100 nm (Pt-CD3) ab-
gewandelt und im weiteren Verlauf der vorliegenden Arbeit entsprechend verwendet (siehe 
Tabelle 4.7). 
Tabelle 4.7: Partikelgrößenverteilung der untersuchten Pt-Präparationen [modifiziert nach Pelka et al. 2009] 
Präparation Pt-CD0 Pt-CD2 Pt-CD3 
d10 [nm] 5,9 4,7 88,3 
d50 [nm] 20,6 7,7 155 
d90 [nm] 66,3 12,2 210 
Δ 2,9 1,0 0,8 
Bezeichnung Pt-NP < 100 nm Pt-NP < 20 nm Pt-NP > 100 nm 
Zusätzlich zur PSD der Pt-Präparationen wurde auch das Agglomerationsverhalten im 
Zellkulturmedium untersucht. Dieses wurde exemplarisch anhand der Präparation mit den 
kleinsten Partikeln (Pt-NP < 20 nm) durchgeführt, da diese aufgrund der höchsten Ober-
flächenenergie die stärksten Anziehungskräfte aufeinander ausüben (siehe Abschnitt 2.2.2) 
und am ehesten zu Agglomerationsprozessen neigen. Die Untersuchung erfolgte anhand 
von elektronenmikroskopischen Aufnahmen von zuvor in 10 % FKS-haltigem Medium dis-
pergierten Pt-Partikeln. Da eine Konzentration von 1 ng/cm² für eine Erfassung aus-
reichender Partikelmengen zu gering war, wurde der Platinpartikelgehalt auf eine 
Konzentration von 100 µg/cm² erhöht. Die PSD der im Medium suspendierten Pt-Partikel 
wurde sowohl für eine Inkubationsdauer von 1 h als auch 24 h untersucht. Um eine 
statistische Aussage treffen zu können, wurde der Feret-Durchmesser von 196 bzw. 255 
Partikeln ausgewertet. 
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Anhand der in Abbildung 4.46 A dargestellten Ergebnisse ist zu erkennen, dass nach 
1-stündiger Inkubation ungefähr 89 % aller vorgefundenen Partikel einen Durchmesser unter 
30 nm aufweisen. Des Weiteren zeigt Abbildung 4.46 B, dass mit 85 % auch nach 
24-stündiger Inkubationsdauer der Großteil der Partikel einen Durchmesser unter 30 nm 
aufweist. Dennoch ist eine leichte Verschiebung der PSD hin zu Strukturen mit größeren 
Durchmessern zu verzeichnen, was auf eine geringe Agglomeratbildung bei zunehmender 
Inkubationsdauer hindeutet (siehe Abbildung 4.46). 
 
Abbildung 4.46: Darstellung der Partikelgrößenverteilung von Pt-Partikeln < 20 nm einer Konzentration von 100 µg/cm² in 10 % 
FKS-haltigem Medium nach A) 1-stündiger und B) 24-stündiger Inkubation. Erstellt von Mitarbeitern der AG von Prof. 
Gerthsen im Laboratorium für Elektronenmikroskopie, KIT [modifiziert nach Pelka et al. 2009].  
Aufgrund der Erkenntnis, dass auch die Partikel der Präparation mit dem kleinsten 
Durchmesser (Pt < 20 nm) in serumreichem Medium (10 % FKS) keinen starken 
Agglomerationsprozessen unterliegen, wurden die Untersuchungen bezüglich der bio-
logischen Wirkungen ausschließlich in 10 % FKS-haltigem Zellkulturmedium durchgeführt. 
Die untersuchten Konzentrationen umfassten den Bereich zwischen 0,0001 – 1000 ng/cm². 
Aufgrund der zwischen den verschiedenen Versuchsansätzen abweichenden Volumina 
unterscheiden sich mitunter die Scheinkonzentrationen27 der einzelnen Experimente. Daher 
sind im weiteren Verlauf neben den Flächenkonzentrationen die Konzentrationsangaben 
sowohl in µg/ml als auch die Molaritäten angegeben. 
4.2.1.2 Weiterführende Charakterisierung der Platin-Partikelpräparationen 
Die Erfassung der PSD von im Medium suspendierten Partikeln mittels elektronen-
mikroskopischen Methoden kann aus mehreren Gründen problematisch sein: Zum einen ist 
eine saubere Erfassung der Partikel aufgrund der im Zellkulturmedium vorkommenden 
                                                          
 
27 Die Scheinkonzentration stellt eine theoretische Größe dar und wird als diejenige Pt-Konzentration angesehen, 
die im Falle einer vollständigen Auflösung der eingesetzten Pt-Partikelmenge im Mediumüberstand vorliegen 
würde. 
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Matrix aus Salzen und Proteinen oft schwierig, zum anderen kann es während der Proben-
vorbereitung infolge des Trocknungsprozesses der Partikelpräparation zu Agglomerations-
prozessen kommen. Darüber hinaus ist eine Partikelgrößenbestimmung mithilfe 
elektronenmikroskopischer Methoden im Gegensatz zur DLS vergleichsweise aufwendig. 
Untersuchungen zur Partikelgröße mittels dynamischer Lichtstreuung  
Aufgrund der im vorangegangenen Abschnitt dargelegten Überlegungen wurden im Zuge 
der Arbeit die Partikelgrößen der Pt-NP (Pt < 20 nm, Pt < 100 nm, Pt > 100 nm) in flüssigen 
Medien mithilfe von DLS untersucht. Dabei sollten zum einen die vorliegenden Ergebnisse 
zur PSD von Pt-NP < 20 nm in Zellkulturmedium bestätigt werden, zum anderen sollten Er-
kenntnisse über die PSD der beiden anderen Pt-NP-Präparationen gewonnen werden. 
Die für die Bestimmung der PSD mittels DLS eingesetzte Partikelkonzentration orientierte 
sich an der beim Comet-Assay eingesetzten Konzentration, bei der 1 µg/cm² = 4,3 µg/ml bzw. 
21,9 µM Pt entsprach (siehe Abbildung 4.53). Zur Gewährleistung einer für die Messung 
ausreichenden Partikelanzahl wurde schließlich die bei der Messung eingesetzte 
Konzentration auf eine theoretische Flächenkonzentration von 50 µg/cm² (≙ 0,21 mg/ml bzw. 
1,09 mM) erhöht. Die PSD-Messungen sollten dabei sowohl in H2O als auch in Zellkultur-
medium unter Zusatz von 10 % FKS durchgeführt werden. Eine ausführliche Beschreibung 
der Probenvorbereitung für die DLS-Messung ist in Abschnitt 6.4.1 zu finden. Die 
Messungen wurden in Zusammenarbeit mit K. Jarolim durchgeführt [Jarolim 2012]. 
Die Ergebnisse der PSD-Bestimmung sind in Tabelle 4.8 aufgelistet und zeigen, dass alle 
Pt-Präparationen in H2O (Pt < 20 nm, Pt < 100 nm, Pt > 100 nm) einen mittleren Durchmesser 
über 100 nm aufweisen. Dabei zeigt sich, dass die Pt-NP < 100 nm mit (118 ± 7) nm den 
geringsten mittleren Durchmesser besitzen, gefolgt von der Präparation Pt >100 nm mit (136 
± 6) nm. Den größten Durchmesser weist laut DLS-Messungen die Präparation 
Pt-NP < 20 nm mit (143 ± 1) nm auf. Darüber hinaus zeigen einige der Messungen zur PSD 
dieser Präparation, dass eine bimodale Verteilung mit Maxima bei 7 nm sowie 200 nm vor-
liegen. 
Diese Ergebnisse widersprechen den Erkenntnissen über die PSD der Pt-Präparationen, die 
durch Analyse von TEM-Aufnahmen gewonnen werden konnten (siehe Tabelle 4.7). Die 
Diskrepanz der Ergebnisse führt zu der Überlegung, dass möglicherweise der hohe 
β-CD-Anteil der Proben eine Beeinträchtigung des optischen Messverfahrens verursacht. 
Letztlich erscheint diese Methode ungeeignet zur Bestimmung der PSD der in dieser Arbeit 
untersuchten Pt-Präparationen. Aus diesem Grund sowie bedingt durch eine limitierte Ver-
fügbarkeit der Testsubstanz wurde von weiteren Messungen zur Bestimmung der PSD in 
FKS-haltigem Zellkulturmedium mittels DLS abgesehen. 
Untersuchungen zur Partikelgröße mittels Kleinwinkel-Röntgenstreuung  
Aufgrund der im vorangegangenen Abschnitt dargelegten Problematik bezüglich der Be-
stimmung der Partikelgröße in flüssigen Medien mithilfe von DLS-Messungen wurden Ver-
suche unternommen, diese mittels Kleinwinkel-Röntgenstreuung (small angle x-ray scattering; 
SAXS) zu bestimmen. Dabei wurde diese Methode auf ihre Eignung exemplarisch anhand 
der Pt-NP < 20 untersucht. Die genaue Vorbereitung der Proben ist in Abschnitt 6.4.2 be-
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schrieben. Die SAXS-Messungen wurden von Prof. H. Peterlik am Fakultätszentrum für 
Nanostrukturforschung der Universität Wien durchgeführt. 
Die Partikelgrößenbestimmung wurde mit in 10 % FKS-haltigem Medium suspendierten 
NP durchgeführt. Neben der Bestimmung der Partikelgröße sollte dabei auch geklärt 
werden, inwieweit diese Methode geeignet ist, auch noch geringe Mengen an Pt in 
komplexen Medien nachzuweisen, die unter anderem große Mengen an Salzen und 
Proteinen enthalten. Aus diesem Grund wurden die Untersuchungen über einem Bereich 
von 0,0001 ng/cm bis 100 µg/cm² (≙ 0,43 pg/cm² - 430 µg/cm² bzw. 2,19 mM) durchgeführt. 
Die Konzentration der jeweiligen Lösungen orientierte sich dabei am Pt-Gehalt der 
Comet-Assay-Experimente (siehe Abbildung 4.53) [Pelka et al. 2009], sodass die Proben mit 
einer Flächenkonzentration von 1 ng/cm² einer Pt-Konzentration von 4,3 ng/ml bzw. 21,9 nM 
Pt entsprachen. 
Die Ergebnisse der Untersuchung zeigen, dass der Partikeldurchmesser der in Medium 
suspendierten NP bei etwa 12 ± 3 nm liegt, wobei aufgrund hoher Streuungen hin zu 
kleineren Streuwinkeln auf das Vorhandensein größerer Agglomerate bzw. Aggregate ge-
schlossen werden kann. Bezüglich der eingesetzten Konzentration zeigen die Unter-
suchungen zeigen die Ergebnisse, dass ein Nachweis der Partikel in 10 % FKS-haltigem 
Medium in Konzentrationen zwischen 1,0 – 100 µg/cm² möglich ist. Geringere 
Konzentrationen führen zu keinem wissenschaftlich verwertbaren Ergebnis. Eine Partikel-
größenbestimmung in serumhaltigem Medium in Konzentrationen unterhalb von 1,0 µg/cm² 
ist daher auch mit dieser Methode nicht möglich. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4.8 auf-
gelistet. 
Die Ergebnisse bestätigen damit zum einen die Ergebnisse der TEM-Bildanalysen, die ge-
zeigt haben, dass der Großteil der Partikel der Präparation im Bereich um 20 nm und kleiner 
liegt. Des Weiteren konnten mithilfe der SAXS auch teilweise größere Strukturen nach-
gewiesen werden, die ebenfalls in der TEM-Analyse zu erkennen waren (siehe Abbildung 
4.46). Hinsichtlich der eingesetzten Konzentration zeigt sich, dass SAXS der TEM-Analyse 
etwas überlegen ist, da auch noch eine Konzentration von 10 µg/cm² bzw. 1 µg/cm² für eine 
Partikelgrößenbestimmung ausreichend ist, wohingegen die auf der Auswertung von TEM-
Bildern basierende Methode an ihre Grenzen stößt (siehe Abschnitt 4.2.1.1). 
Zusammengefasst zeigt sich, dass SAXS bis zu einer Konzentration von 21,9 nM (1 ng/cm² 
bzw. 4,3 ng/ml) anscheinend eine geeignete Methode darstellt, mithilfe derer der Partikel-
durchmesser von Pt-NP in flüssigen Medien erfasst werden kann. Aufgrund einer fehlenden 
Störanfälligkeit der Messung in Bezug auf Proteine, Kohlenhydrate und Fette stellt die 
Methode eventuell auch einen geeigneten Ansatz zur Charakterisierung von Pt-NP in 
komplexen Matrices dar. 
Untersuchungen zum Zeta-Potenzial 
Im Zuge der Charakterisierung der Partikeleigenschaften wurde neben dem hydro-
dynamischen Durchmesser auch das ζ-Potenzial der sich in Suspension befindlichen Pt-
Präparationen (Pt < 20 nm, Pt < 100 nm, Pt > 100 nm) bestimmt. Das ζ-Potenzial ist ein 
elektrisches Potenzial und ein Maß für die elektrostatische Abstoßung der Partikel unter-
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einander und kann daher zur Beschreibung der Stabilität einer Suspension herangezogen 
werden (siehe 6.4.3 Abschnitt) [Holze 2011, Hunter 1981]. 
Die für die Bestimmung der ζ-Potenziale eingesetzte Partikelkonzentration orientierte sich 
an der beim Comet-Assay eingesetzten Konzentration, bei der 1 µg/cm² = 4,3 µg/ml bzw. 
21,9 µM entsprach (siehe Abbildung 4.53). Zur Gewährleistung einer für die Messung aus-
reichenden Partikelanzahl wurde die schließlich bei der Messung eingesetzte Konzentration, 
analog zu den Bestimmungen der PSD, auf eine theoretische Flächenkonzentration von 
50 µg/cm² (≙ 0,21 mg/ml bzw. 1,09 mM) erhöht. Des Weiteren wurde die Bestimmung des 
ζ-Potenzials aufgrund einer limitierten Verfügbarkeit der Pt-Präparationen lediglich in H2O 
durchgeführt. Die Messungen wurden in Zusammenarbeit mit K. Jarolim durchgeführt 
[Jarolim 2012]. 
Anhand der in Tabelle 4.8 aufgelisteten Messergebnisse lässt sich erkennen, dass die in H2O 
suspendierten Pt-Partikelpräparationen hinsichtlich ihrer ζ-Potenziale teilweise deutlich 
unterschiedliche Werte aufweisen. In diesem Zusammenhang weisen die Partikel der 
Pt-NP < 100 ein ζ-Potenzial auf, das mit einem Wert von -39 mV am negativsten ist. 
Demgegenüber liegen die ζ-Potenziale der beiden anderen Pt-Präparationen mit Werten von 
-25 mV (Pt-NP < 20 nm) und -29 mV (Pt-Partikel > 100 nm) in einer Größenordnung und sind 
im Vergleich zur Pt-Präparation < 100 nm weniger stark ausgeprägt (siehe Tabelle 4.8). 
4.2.1.3 Zusammenfassende Charakterisierung unter Berücksichtigung der bisherigen 
Daten 
Eine zusammenfassende Übersicht der Charakteristika der im Zuge der vorliegenden Arbeit 
untersuchten Pt-Präparationen ist in Tabelle 4.8 dargestellt. 
Tabelle 4.8: Tabellarische Zusammenfassung der Partikelcharakterisierung 
Bezeichnung Medium pH-Wert Pt < 20 nm Pt < 100 nm Pt > 100 nm 
Synthese Code   Pt-CD 2 Pt-CD0 Pt-CD3 
Zustand   
metallisch, 
pulverförmig auf 
β-CD 
metallisch, 
pulverförmig auf 
β-CD 
metallisch, 
pulverförmig auf β-CD 
Morphologie   
uneinheitlich - 
sphärisch 
uneinheitlich- 
sphärisch 
kuboktaedrischen 
d10 / d50 /d90 [nm] 
Δ 
  
4,7 / 7,7 / 12,2 
1,0 
5,9 / 20,6 / 66,3 
2,9 
88,3 / 155 / 210 
0,8 
SAXS [nm] 
c = 100 mg/cm² 
≙ 0,42 µg/ml 
10 % FKS 
DMEM 
pH 7,4 12 ± 3 n. b. n. b. 
DLS [nm] 
c = 50 µg/cm²  
≙ 0,21 mg/ml 
H2O pH 7 143 ± 1 118 ± 7 136 ± 6 
Zeta-Potenzial [mV] 
c = 50 µg/cm² 
≙ 0,21 mg/ml 
H2O pH 7  -25 -39 -29 
DLS = dynamische Lichtstreuung; β-CD = β-Cyclodextrin; SAXS = Kleinwinkel-Röntgenstreuung (small angle x-ray scattering); 
n. b. = nicht bestimmt 
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Die im Zuge dieser Arbeit zur PSD der einzelnen Pt-Präparationen durchgeführten 
DLS-Messungen konnten die in vorangegangenen Arbeiten mithilfe der Auszählung von 
TEM-Aufnahmen erhaltenen Werte nicht bestätigen (siehe Tabelle 4.8). Während letztere 
eine deutliche Unterscheidung der Partikel sowohl bezüglich der Durchmesser als auch hin-
sichtlich der Breite der Verteilung zeigten, konnten durch die DLS-Messungen keine ein-
deutigen Unterschiede zwischen den Präparationen festgestellt werden (siehe Tabelle 4.8). 
Im Zuge dieser Messungen wiesen alle Pt-Präparationen (Pt-NP < 20 nm, Pt-NP < 100 nm, 
Pt-Partikel > 100 nm) einen mittleren Partikeldurchmesser von etwas über 100 nm auf, wobei 
jedoch die Fraktion, die eigentlich die Partikel mit den kleinsten Durchmessern aufweisen 
sollte (Pt < 20 nm), im Zusammenhang mit der DLS-Bestimmung mit (143 ± 1) nm den 
größten mittleren Durchmesser besaß (siehe Tabelle 4.8). Die Diskrepanz dieser Ergebnisse 
der beiden unterschiedlichen Bestimmungsmethoden beruht möglicherweise auf einer 
Störung der DLS-Messung durch den hohen Anteil an β-CD. Anhand der in Abschnitt 6.3.2 
aufgeführten Zusammensetzung der Pt-Präparationen lässt sich errechnen, dass einer 
Pt-Konzentration von 50 µg/cm² (≙ 0,21 mg/ml) eine β-CD-Konzentration von 8,79 mg/ml 
gegenübersteht, was einem 40-fachen Überschuss entspricht. Aufgrund dieser Mengenver-
hältnisse ist eine Beeinträchtigung der Messung durch β-CD vorstellbar, wobei andere 
Faktoren nicht 100%ig ausgeschlossen werden können. In diesem Zusammenhang konnten 
anhand von wässrigen β-CD-Suspensionen teilweise vergleichbare Ergebnisse („PSD“) im 
Größenbereich von 100 nm ermittelt werden (Daten nicht gezeigt), wobei im Unterschied zu 
den Bestimmungen mit den Pt-Präparationen mitunter multimodale Verteilungen angezeigt 
wurden. Diese Ergebnisse unterstützen dennoch die zuvor geäußerte Hypothese und lassen 
die DLS als Methode zur Bestimmung der PSD der Pt-Präparationen als ungeeignet er-
scheinen. Aufgrund dieser Problematik und einer limitierten Verfügbarkeit der Partikel-
präparationen wurde von weiteren DLS-Messungen in 10 % FKS-haltigem Zellkultur-
medium abgesehen. Da die Bestimmung der PSD durch Analyse von TEM-Aufnahmen auf 
einer direkten Ausmessung der Partikel beruht, wurden diese Ergebnisse als zuverlässiger 
angesehen und nachfolgende Ergebnisse hinsichtlich dieser PSD interpretiert. Darüber 
hinaus konnten die Ergebnisse der TEM-Analyse zur PSD, im Unterschied zu denen der 
DLS-Bestimmung, durch Untersuchungen mittels SAXS exemplarisch anhand der Pt-NP 
< 20 nm bestätigt werden (siehe Tabelle 4.8). 
Diesbezüglich zeigten die Analysen, dass neben einigen größeren Agglomeraten der Groß-
teil der Partikel in einem Bereich von (12 ± 3) nm liegt, was den vorangegangenen Unter-
suchungen weitestgehend entspricht (siehe Tabelle 4.7 bzw. Abbildung 4.46). Da diese 
Messungen in 10 % FKS-haltigem Medium durchgeführt wurden, scheinen die Ergebnisse 
die Hypothese zu bestätigen, dass Pt-NP, im Gegensatz zu SiO2-NP, auch in Gegenwart 
hoher Serumkonzentrationen keinen starken Agglomerationsprozessen unterworfen sind, 
und auch nach 24 h der überwiegende Teil in Form von Primärpartikeln vorliegt (siehe Ab-
schnitt 4.1.1.1 bzw. Tabelle 4.1).  
Die durchgeführten Untersuchungen zur Stabilität der Pt-Partikelsuspensionen zeigten, 
dass diese in H2O aufgrund des negativen ζ-Potenzials und der damit verbundenen elektro-
statischen Abstoßungskräfte ausreichend stabilisiert werden und damit einer sofortigen Re-
agglomeration entgegenwirken können. In diesem Zusammenhang wies die Suspension der 
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Pt-Präparation mit den kleinsten NP (Pt < 20 nm) mit -25 mV das geringste ζ-Potenzial und 
damit verbunden auch die geringste Stabilität auf. Diese Untersuchung wurde jedoch ledig-
lich in Wasser durchgeführt und aufgrund einer limitierten Verfügbarkeit der Testsubstanz 
nicht in FKS-haltigem Medium wiederholt. Von daher kann keine Aussage über den Einfluss 
von Serumproteinen auf das ζ-Potenzial getroffen werden. Eine Zunahme der 
Agglomerationstendenz in 10 % FKS-haltigem Medium kann jedoch aufgrund der zuvor er-
mittelten PSD weitestgehend ausgeschlossen werden. 
Wie bereits in Abschnitt 4.1.1.3 in Zusammenhang mit den SiO2-NP dargelegt wird der Ein-
fluss von Serum bzw. Proteinen in der Literatur unterschiedlich bewertet. Einige Studien 
konnten in diesem Zusammenhang zeigen, dass Edelmetall-NP wie Au-NP [Zhang et al. 
2009] aber auch Halbmetalloxide wie SiO2-NP (siehe Abschnitt 4.1.1.3) [Akhtar et al. 2010a, 
Lin et al. 2006b] in Gegenwart von Proteinen größere Agglomerate bilden. Dementgegen 
konnte in anderen Studien, darunter für CeO2 [Xia et al. 2006], das Gegenteil demonstriert 
werden. Im Fall von Pt-NP wies die Studie von Elder et al. [2007] einen deagglomerierenden 
Einfluss von FKS auf verschiedene Pt-NP-Präparationen nach. Dabei zeigte sich, dass diese 
in Phosphatpuffer hydrodynamisch Durchmesser von 421 nm und 275 nm hatten, 
wohingegen dieselben NP-Präparationen in Medium mit 1 % FKS nur noch Durchmesser 
von 67 nm bzw. 92 nm aufwiesen [Elder et al. 2007]. Dieser deagglomerierende Effekt beruht 
möglicherweise auf einer Belegung der Partikeloberfläche mit Proteinen, wodurch zum 
einen eine sterische Hinderung aufgebaut wird und die Partikel nicht mehr direkt mit-
einander in Wechselwirkung treten können, was unter anderen auch anhand von SWCNT 
nachgewiesen werden konnt [Casey et al. 2007]. Zum anderen ist es vorstellbar, dass dadurch 
ein Teil der hohen Oberflächenenergie abgeschirmt wird, wodurch anziehende Kräfte 
zwischen den NP zusätzlich abgeschwächt werden. In Hinblick auf die mittels TEM-Analyse 
ermittelte PSD (siehe Tabelle 4.7) ist davon auszugehen, dass die Pt-NP der vorliegenden 
Arbeit in serumhaltigem Medium keinen starken Agglomerationsprozessen unterworfen 
sind. Daraus folgt, dass Pt-NP im Gegensatz zu anderen NM wie bspw. SiO2 auch in 
Gegenwart von Proteinen in Form von Einzelpartikeln oder kleinen Agglomeraten mit 
Zellen interagieren können. Durch den deagglomerierenden bzw. stabilisierenden Effekt der 
Serumproteine könnte das toxikologische Profil der Partikel maßgeblich beeinflusst sein und 
potenziell zu den biologischen Auswirkungen beitragen. 
4.2.2 Subzelluläre Lokalisierung der Platin-Nanopartikel 
In vorangegangenen Untersuchungen konnte von Joanna Pelka die Aufnahme von Pt-NP 
durch HT29-Zellen bereits exemplarisch anhand der Pt-NP < 20 nm demonstriert werden. 
Dabei wurde die intrazelluläre Aufnahme mithilfe einer Kombination aus SEM und einer 
Technik, gezeigt,bei der durch einen fokussierten Ionenstrahl (focused ion beam; FIB) aus Ga-
Ionen die Zellstruktur schichtweise abgetragen wird (siehe Abbildung 4.47 A). Darüber 
hinaus konnte durch elementspezifische Röntgenanalyse (energy-dispersive X-ray spectroscopy; 
EDXS) eindeutig ein Nachweis auf Pt innerhalb der Zelle erbracht werden (siehe Abbildung 
4.47 B). Dabei wurde die Messanordnung so gewählt, dass lediglich Rückstreuelektronen 
(backscattered electron; BSE) detektiert wurden, die aufgrund der Zunahme der Rückstreu-
intensität der e- mit ansteigender Kernladungszahl Z einen hohen Kontrast zwischen 
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organischen Bestandteilen der Zellmatrix und anorganischen Strukturen zulassen. Zwar 
können auf diese Weise Pt-Partikel innerhalb der zellulären Matrix vergleichsweise einfach 
identifiziert werden, die subzelluläre Lokalisierung ist jedoch aufgrund der geringen 
Kontrastverhältnisse der Zellstrukturbestandteile nicht eindeutig möglich [Flegler et al. 
1995]. Für genauere Informationen bezüglich der Inkubation und Aufbereitung der Zellen 
für die SEM-Aufnahmen wird auf die Dissertation von Joanna Pelka verwiesen [2010]. 
Vor diesem Hintergrund wurde die subzelluläre Lokalisierung in weiteren Experimenten 
mithilfe der STEM-Technik untersucht. Dazu wurden HT29-Zellen mit der in Abschnitt 6.6 
beschriebenen Prozedur auf Polycarbonat-Transwellmembranen kultiviert und anschließend 
mit Pt-NP < 20 nm in einer Konzentration von 10 µg/cm² (≙ 31,3 µg/cm² bzw. 160 µM) 
inkubiert. Im Anschluss an die Inkubationszeit wurden die Zellen mittels Glutaraldehyd 
vorfixiert sowie zur besseren Kontrastierung mit OsO4 behandelt. Daraufhin erfolgte die 
Einbettung der Probe in ein Polymerharz, von der nach Aushärtung mithilfe eines Ultra-
mikrotoms 50 nm dicke Schnitte angefertigt und anschließend im Elektronenmikroskop 
untersucht wurden. Alle elektronenmikroskopischen Aufnahmen in diesem Abschnitt 
wurden durch Mitarbeiter der AG von Prof. D. Gerthsen am Laboratorium für Elektronen-
mikroskopie der Fakultät für Physik, KIT, angefertigt. 
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Abbildung 4.47: Nachweis von intrazellulärem Pt nach 24-stündiger Inkubation von HT29-Zellen mit Pt-NP < 20 nm in einer 
Konzentration von 1 ng/cm². A) Rasterelektronenmikroskopie-(scanning electron microscopy; SEM)-Aufnahme einer HT29-Zelle 
unter Verwendung von Rückstreuelektronen (backscattered electrons; BSE) sowie eine Ausschnittsvergrößerung mit einem etwa 
30 nm großen Pt-NP. B) Vergleich der EDX-Spektren der Zellmatrix einer HT29-Zelle sowie eines in dieser Zelle enthaltenen Pt-
NP. Erstellt im Laboratorium für Elektronenmikroskopie, KIT [modifiziert nach Pelka 2010]. 
Analog zu der Erfassung der biologischen Effekte der Pt-NP wurden die Inkubationen im 
Zuge der Bestimmung der subzellulären Lokalisation lediglich in serumreichem Medium 
(10 % FKS) durchgeführt. Des Weiteren wurde im Unterschied zu den übrigen biologischen 
Experimenten die applizierte Pt-Konzentration von maximal 1 µg/cm² auf 10 µg/cm² erhöht, 
da andernfalls ein Auffinden der NP in der zellulären Matrix aufgrund der geringen 
Partikelanzahl nur in seltenen Fällen möglich ist. Abbildung 4.48 sowie Abbildung 4.49 
zeigen mittels STEM-BF angefertigte Aufnahmen verschiedener HT29-Zellen, die gegenüber 
Pt-NP < 20 nm in einer Konzentration von 10 µg/cm² für 24 h exponiert waren. 
Dabei ist in Abbildung 4.48 eine Übersicht über eine HT29-Zelle dargestellt, anhand derer 
die zelluläre Aufnahme von Pt-NP < 20 nm zu erkennen ist (rote Pfeile). Die STEM-
Aufnahme zeigt die Pt-NP als schwarze Strukturen, die in membranumschlossenen Vesikeln 
B 
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(VNP) vorliegen. Des Weiteren sind verschiedene subzelluläre Strukturen erkennbar, 
darunter der Nucleus (Nuc) sowie Mitochondrien (Mt). Beide subzellulären Strukturen 
stellen mögliche Angriffspunkte für nanostrukturierte Materie dar (siehe Abschnitt 2.6.4), 
weshalb einer potenziellen Beeinflussung dieser Organellen durch Pt-NP < 20 nm besondere 
Beachtung geschenkt wurde. Die abgebildete STEM-Aufnahme zeigt jedoch deutlich, dass 
nach 24-stündiger Inkubation weder eine Translokation in den Zellkern (Nuc) erfolgt ist, 
noch eine direkte Interaktion mit den Mitochondrien stattfindet. Die teilweise innerhalb der 
Mitochondrien vorliegenden kreisförmigen dunklen Strukturen stellen keine NP dar, 
sondern Ca-Speicher, die sich in der STEM-Aufnahme (siehe Abbildung 4.48) anhand ihres 
Grauwertes deutlich von den Pt-NP abgrenzen. 
 
Abbildung 4.48: STEM-BF Übersichtsbild einer HT29-Zelle sowie Teile benachbarter Zellen (NZ), inkubiert mit 10 µg/cm² der 
Pt-NP < 20 nm in 10 % FKS-haltigen DMEM für 24 h. Die Abbildung zeigt die Aufnahme von Pt-NP durch membran-
umschlossene Vesikel (VNP). Weitere subzelluläre Strukturen, darunter der Nucleus (Nuc) sowie Mitochondrien (Mt) weisen 
keine Partikeltranslokation auf (Aufnahme erstellt im Laboratorium für Elektronenmikroskopie, KIT). 
Die in Abbildung 4.49 dargestellten Detailaufnahmen zeigen eine Reihe verschiedener sub-
zellulärer Strukturen sowie den Agglomerations-/Aggregationszustand der Pt-Partikel 
< 20 nm in der Zelle. Aus den Abbildungen A-C wird ersichtlich, dass die Aufnahme der NP 
mithilfe membranumschlossener Vesikel erfolgt. In diesem Zusammenhang ist in Ab-
bildung A der potenzielle Transport einzelner NP durch vesikuläre Strukturen hin zu 
größeren vakuolartigen Speicherkompartimenten zu erkennen, bei denen es sich vermutlich 
um sekundäre Lysosomen handelt. Darüber hinaus zeigen die Aufnahmen, dass die Pt-NP 
zum einen in Form von Agglomeraten (Ag), zum anderen als Einzelpartikel (EP) in der Zelle 
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vorliegen können (siehe Abbildung 4.49 B - C). Aufschluss über die Struktur der 
Agglomerate/Aggregate gibt Abbildung 4.49 D. Diese ist identisch mit Abbildung 4.49 C, 
wurde jedoch im Kontrast soweit verändert, dass nicht mehr die Zellstruktur, sondern der 
Aufbau der Agglomerat-/Aggregatstruktur sichtbar wird. Dabei ist zu erkennen, dass diese 
scheinbar überwiegend aus locker aneinander gelagerten Einzelpartikeln und nicht aus ver-
sinterten Aggregaten bestehen (siehe Abbildung 4.49 D). 
 
Abbildung 4.49: Detailaufnahmen (STEM-BF) verschiedener subzellulärer Strukturen von HT29-Zellen, inkubiert mit 10 µg/cm² 
Pt-NP < 20 nm in 10 % FKS-haltigen DMEM für 24 h. Die Abbildungen zeigen, dass die Partikel durch vesikuläre Strukturen 
aufgenommen (A - C) und in sekundären Lysosomen gespeichert werden (C). Die Partikel liegen dabei entweder in Form von 
Agglomeraten/Aggregaten (Ag) aber auch als Einzelpartikel (EP) vor (B - D). Abbildung C und D sind identisch, jedoch wurde 
der Kontrast jeweils so gewählt, dass einmal die Struktur der Zelle (C) und einmal die Struktur der Partikel erkennbar ist. Nuc = 
Nukleus, Mt = Mitochondrium. 10 µg/cm² Pt entsprechen 31,3 µg/ml bzw. 160 µM. (Aufnahmen erstellt im Laboratorium für 
Elektronenmikroskopie, KIT). 
Darüber hinaus zeigen diese Aufnahmen deutlich, dass keine Translokation der Pt-NP in 
den Nukleus oder eine Interaktion mit Mitochondrien stattfindet, obwohl die NP, wie in Ab-
bildung 4.49 B zu sehen, in unmittelbarer Nachbarschaft zu diesen subzellulären Strukturen 
nachgewiesen werden konnten. 
Die zelluläre Aufnahme von Pt-NP konnte bereits in verschiedenen Studien nachgewiesen 
werden. So zeigte eine Studie von Elder et al. [2007] die zelluläre Aufnahme von 20 nm bzw. 
35 nm großer Pt-NP durch Zellen der Nabelschnurvene (human umbilical vein endothelial cells; 
HUVEC). Die im Zuge der Studie untersuchten Partikel weisen zwar eine vergleichbare 
Größenordnung auf, unterschieden sich jedoch hinsichtlich ihrer Form, die mit den Begriffen 
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nanoflower bzw. multipod beschrieben wurde, deutlich von den in dieser Arbeit untersuchten 
Pt-NP. Dabei zeigte sich, dass eine Aufnahme der NP bereits nach 10 min zu beobachten 
war. Im Gegensatz zu späteren Zeitpunkten, bei denen eine Zusammenlagerung der Partikel 
zu Agglomeraten zu beobachten war, erschienen die NP in der Zelle nach 10 min diffus ver-
teilt zu sein. Dies lag möglicherweise daran, dass die NP durch Vesikel aufgenommen 
wurden, die diese erst nach einer gewissen Zeit zur Speicherung bzw. Entsorgung in 
sekundären Lysosomen deponieren konnten. Dies würde mit den Beobachtungen, die in der 
vorliegenden Arbeit gemacht wurden, insoweit übereinstimmen, als dass Abbildung 4.49 A 
den vesikulären Transport hin zu den Speicherkompartimenten zeigte. Inwieweit die Auf-
nahme der Pt-NP in der Studie von Elder et al. [2007] jedoch durch membranumschlossene 
Vesikel erfolgt, konnte nicht abschließend geklärt werden. Unterstützt werden die Erkennt-
nisse der vorliegenden Arbeit durch eine erst kürzlich erschienene Studie von Horie et al. 
[2011], in der anhand von A549- sowie HaCaT-Zellen gezeigt werden konnte, dass inter-
nalisierte Pt-NP in vesikuläreren Strukturen vorliegen, was auf eine Aufnahme mittels 
endozytotischer Mechanismen schließen lässt. Die untersuchten Pt-NP hatten einen Primär-
partikeldurchmesser von 5 - 10 nm, wiesen jedoch in 10 % FKS-haltigem Medium hydro-
dynamische Durchmesser von bis zu 160 nm auf. Des Weiteren konnte Asharani et al. [2010] 
die Aufnahme 5 - 8 nm großer Pt-NP durch humane Glioblastomzellen (U251) sowie 
humane Lungenfibroblasten (IMR-90) nach einer 48-stündigen Inkubationsdauer zeigen. Im 
Zusammenhang mit dieser Studie wurde nachgewiesen, dass analog zu der vorliegenden 
Arbeit sowohl einzelne Partikel als auch in Form von Agglomeraten/Aggregaten vorliegende 
Strukturen durch die Zellen aufgenommen werden. Dabei konnten im Zytoplasma aus-
schließlich Pt-NP detektiert werden, wohingegen die Agglomerate/Aggregate in Vesikeln 
vorgefunden wurden. In diesem Zusammenhang wurde in dieser Studie durch selektive 
Hemmung endozytotischer Aufnahmewege sowie einer Inkubation bei 4 °C nachgewiesen, 
dass die Aufnahme der NP hauptsächlich durch Diffusion erfolgt. Da jedoch auch vesikuläre 
Strukturen vorgefunden werden konnten, deutet dies auf eine parallele Aufnahme durch 
endozytotische Mechanismen hin. Dass in den Vesikeln vornehmlich Agglomerate zu finden 
waren, könnte auf eine Größenabhängigkeit des Aufnahmemechanismus für Pt-NP hin-
deuten. 
Trotz unterschiedlichen Durchmessers der untersuchten Pt-NP konnte in keiner der Studien 
eine Translokation in den Kern oder eine Interaktion mit subzellulären Strukturen wie den 
Mitochondrien nachgewiesen werden. Diese Beobachtungen stimmen mit den in der vor-
liegenden Arbeit gewonnen Erkenntnissen überein und lassen vermuten, dass die im Comet-
Assay nachgewiesenen DNA-strangbrechenden Wirkungen der Pt-NP-Präparationen (siehe 
Abbildung 4.53) wahrscheinlich nicht auf einer direkten Interaktion mit der DNA beruhen. 
Zur weiteren Aufklärung des Mechanismus hinter der strangbrechenden Wirkung der Pt-NP 
sei auf Abschnitt 4.2.6 verwiesen. 
Zusammenfassend konnte dargelegt werden, dass die in der vorliegenden Arbeit unter-
suchten Pt-NP < 20 nm mit großer Wahrscheinlichkeit über endozytotische Mechanismen 
von HT29-Zellen aufgenommen wurden. Anschließend erfolgte eine Einlagerung der NP in 
sekundären Lysosomen, wobei das Auftreten frei im Zytosol vorliegender NP nicht 100%ig 
ausgeschlossen werden konnte. Eine Interaktion mit dem Nukleus bzw. den Mitochondrien 
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konnte in diesem Zusammenhang nicht nachgewiesen werden. Inwieweit diese Erkenntnisse 
auch auf die Partikel der anderen Pt-Präparationen (Pt < 100 nm, Pt > 100 nm) zutreffen, 
kann nicht eindeutig beantwortet werden. Jedoch zeigen die zuvor erwähnten Studien, dass 
mit Ausnahme sehr kleiner Pt-NP (5 - 8 nm) eine Aufnahme nicht durch Diffusion, sondern 
mittels endozytotischer Mechanismen erfolgt. Da die Pt-Präparationen (Pt < 100 nm, 
Pt > 100 nm) hauptsächlich aus größeren Agglomeraten/Aggregaten bestehen, erscheint eine 
endozytotische Aufnahme wahrscheinlich. Jedoch müssen weitere Untersuchungen durch-
geführt werden, die diese Hypothese bestätigen. 
4.2.3 Toxikologisches Profil der Platin-Partikelpräparationen 
Die biologischen Wirkungen der Pt-Präparationen (Pt < 20 nm, Pt < 100 nm, Pt > 100 nm) 
wurden bereits, analog zur Charakterisierung, sowohl im Zuge der Diplomarbeit [Gehrke 
2008] als auch im Rahmen der Dissertation von Joanna Pelka [Pelka 2010] untersucht. Um die 
im Rahmen der vorliegenden Arbeit gewonnenen Erkenntnisse in Bezug zu den Ergebnissen 
vorangegangener Untersuchungen zu setzen, wird im Folgenden eine kurze Zusammen-
fassung gegeben. Für eine weiterführende und ausführliche Darstellung der betreffenden 
Ergebnisse wird auf die Dissertation von Joanna Pelka [Pelka 2010] bzw. auf die ent-
sprechende Veröffentlichung verwiesen [Gehrke et al. 2011, Pelka et al. 2009]. 
Sowohl die Charakterisierung der Pt-Partikelpräparationen als auch die zelluläre Auf-
nahme wurde bereits in vorangegangenen Abschnitten besprochen (siehe Abschnitt 4.1.1 
bzw. Abschnitt 4.2.2). Entsprechend den Untersuchungen zur zellulären Aufnahme wurden 
alle folgenden Experimente zu den biologischen Wirkungen der Pt-NP in serumhaltigem 
Zellkulturmedium (10 % FKS) durchgeführt [Pelka 2010]. 
Die zytotoxischen Eigenschaften von Pt-Präparationen in HT29-Zellen wurden mithilfe des 
SRB-, LDH- sowie des WST-1-Assays erfasst. Dabei zeigten die Ergebnisse, dass im unter-
suchten Konzentrationsbereich von 0,0001 – 1000 ng/cm² (≙ 0,34 pg/ml – 3,4 µg/ml bzw. 
1,74 pM – 17,4 µM für LDH- und WST-1-Assay/ ≙ 0,19 pg/ml – 1,9 µg/ml bzw. 
0,973 pM - 9,73 µM für SRB-Assay) unabhängig vom Partikeldurchmesser für keine der 
Pt-Präparationen eine Beeinflussung der mitochondrialen Aktivität bzw. Viabilität be-
obachtet werden konnte. Darüber hinaus wies keine der untersuchten Pt-Partikel ein 
membranschädigendes Potenzial auf. Auch hinsichtlich der Beeinflussung des Zell-
wachstums konnten über einen Inkubationszeitraum von 72 h weder wachstums-
stimulierende noch –hemmende Einflüsse beobachtet werden [Pelka 2010]. 
Des Weiteren wurden auch Untersuchungen zur Modulation des zellulären Redoxstatus 
durchgeführt. In diesem Zusammenhang konnte mithilfe des DCF-Assays nachgewiesen 
werden, dass nach 3-stündiger Inkubation keine der getesteten Pt-Partikelpräparationen zu 
einer signifikanten Bildung von ROS führte (Konzentrationsbereich = 0,0001 – 1000 ng/cm² ≙ 
0,34 pg/ml – 3,4 µg/ml bzw. 1,74 pM – 17,4 µM für DCF-Assay). Diese Erkenntnis wurde 
durch das Ausbleiben einer nukleären Translokation von Nrf2 unterstützt und führte zu der 
Einschätzung, dass die Bildung von ROS nicht wesentlich zum toxikologischen Profil der 
Pt-NP beiträgt (Konzentrationsbereich = 0,0001 – 1000 ng/cm² ≙ 0,76 pg/ml – 7,6 µg/ml bzw. 
3,89 pM – 38,9 µM für Nrf2-Bestimmung). Dementgegen konnte infolge einer Inkubation von 
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HT29-Zellen mit den Pt-NP in einem Konzentrationsbereich von 0,0001 – 1000 ng/cm² 
(≙ 0,58 pg/ml – 5,8 µg/ml bzw. 2,97 pM – 29,7 µM) eine konzentrations- sowie zeitabhängige 
signifikante Reduktion des zellulären tGSH-Gehalts beobachtet werden. Des Weiteren 
konnte eindeutig eine Partikelgrößenabhängigkeit der tGSH-Reduktion nachgewiesen 
werden, wobei die Effektstärke invers mit dem Partikeldurchmesser korrelierte. Während 
für die Pt-NP > 100 nm weder nach 3- noch nach 24-stündiger Inkubationsdauer ein signi-
fikanter Effekt verzeichnet werden konnte, war im Falle der Pt-NP < 100 nm bzw. < 20 nm 
bereits nach 3 h ein signifikanter Rückgang des tGSH-Spiegels zu beobachten. Durch Ver-
längerung der Inkubationszeit auf 24 h konnte eine Verstärkung dieser Wirkung beobachtet 
werden, die im Falle der NP < 20 nm am stärksten ausgeprägt erschien. Dabei trat eine 
maximale Reduktion des tGSH-Gehalts in einem Konzentrationsbereich von 1 – 10 µg/cm² (≙ 
5,8 – 58 ng/ml bzw. 29,7 – 297 nM) auf, wobei höhere Konzentrationen wieder zu einem An-
stieg des tGSH-Spiegels auf das Niveau der β-CD-Kontrolle führten. Dies wurde auf eine 
möglicherweise zunehmende Agglomerationsneigung der Partikel und eine damit einher-
gehende Verminderung der reaktiven Oberfläche bei höheren Konzentrationen zurück-
geführt. Die Absenkung des tGSH-Gehalts wurde in Anbetracht der Ergebnisse des 
DCF-Assays und der Nrf2-Translokation auf eine mögliche direkte Wechselwirkung von 
GSH mit den Pt-NP zurückgeführt. In diesem Zusammenhang wurde eine Absorption von 
GSH durch die NP aufgrund der natürlichen Affinität von metallischem Pt zu schwefel-
haltigen Verbindungen vorgeschlagen. Diese Hypothese konnte zum aktuellen Zeitpunkt 
noch nicht verifiziert werden und bedarf weiterer Untersuchungen [Pelka 2010]. 
In Hinblick auf eine potenzielle genotoxische Wirkung der Pt-NP wurde das 
DNA-strangbrechende Potenzial mithilfe des Comet-Assays untersucht. Dabei konnte in 
Übereinstimmung mit der Reduktion des tGSH-Gehalts sowohl eine konzentrations- und 
zeit- als auch eine partikelgrößenabhängige Beeinflussung der DNA-Integrität festgestellt 
werden (Konzentrationsbereich von 0,0001 – 1000 ng/cm² ≙ 0,43 pg/ml – 4,3 µg/ml bzw. 
2,19 pM - 21,9 µM). So zeigten die Pt-NP < 100 bzw. < 20 nm bereits nach 3-stündiger 
Inkubation eine signifikante Zunahme der DNA-Strangbruchrate in HT29-Zellen, die durch 
Verlängerung der Inkubationsdauer auf 24 h nochmals leicht zunahm. Im Gegensatz dazu 
konnten im Fall der Pt-Präparation mit Partikeln > 100 nm erst nach 24-stündiger Exposition 
gegenüber HT29-Zellen signifikante Schäden der DNA-Integrität verzeichnet werden. 
Unabhängig davon erwies sich eine Pt-Konzentration von 1 ng/cm² (≙ 4,3 ng/cm² bzw. 
21,9 nM) als diejenige mit dem stärksten DNA-schädigenden Potenzial, wobei eine weitere 
Erhöhung, analog zu den Ergebnissen der tGSH-Bestimmung, wieder mit einer Absenkung 
und Angleichung der Strangbruchraten an die β-CD-Kontrolle verbunden war. Eine eben-
falls in diesem Zusammenhang mithilfe des FPG-modifizierten Comet-Assays (siehe Ab-
schnitt 6.11.1) durchgeführte Untersuchung hinsichtlich oxidativer DNA-Schäden konnte 
lediglich vereinzelt erhöhte Strangbruchraten bei der Konzentration mit dem größten 
strangbrechenden Potenzial (1 ng/cm²) nachweisen.  
Unter Berücksichtigung der Rolle von GSH bei der Abwehr schädlicher Noxen lassen die 
Übereinstimmungen der Beeinflussung des tGSH-Gehalts sowie der DNA-Integrität hin-
sichtlich der Partikelgrößenabhängigkeit als auch bezüglich des Konzentrationsbereichs auf 
einen Zusammenhang der tGSH-Reduktion mit der gleichzeitig auftretenden 
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DNA-Schädigung schließen. Aufgrund der vereinzelt vorgefundenen Zunahme der DNA-
Strangbruchrate nach FPG-Behandlung kann die Bildung von ROS als Ursache für die be-
obachteten Effekte nicht vollständig ausgeschlossen werden, erscheint jedoch aufgrund der 
DCF- und Nrf2-Untersuchungen als unwahrscheinlich [Pelka 2010]. 
Im Zuge der vorliegenden Arbeit wurden nun mögliche alternative Mechanismen unter-
sucht, die zur Bildung von DNA-Strangbrüchen als auch zu einer Depletion von tGSH 
führen könnten (siehe Abschnitt 4.2.6). Darüber hinaus wurden auch Untersuchungen 
bezüglich eines Transports von Pt-NP über die intestinale Barriere durchgeführt, um das 
Potenzial einer Aufnahme der NP aus dem Lumen des Darms abschätzen zu können. 
4.2.4 Intestinaler Transport von Platin-Nanopartikeln 
Die Aufnahme von NP aus dem Lumen des GIT, und damit einer Passage über die 
intestinale Barriere hinweg, ist eine entscheidende Voraussetzung für eine systemische Ver-
teilung der Partikel und Entfaltung ihrer biologischen Wirkungen im Körper. Aufgrund 
dessen wurde ein potenzieller Transport über die intestinale Barriere anhand eines 
Transwell-Systems (Millipore Millicell® System) simuliert und untersucht. Die Unter-
suchungen wurden in Zusammenarbeit mit Joanna Pelka durchgeführt. Als Zellmodell 
wurde die humane Kolonkarzinomzelllinie Caco-2 ausgewählt, da diese Zellen nach 
21-tägiger Ausdifferenzierung Charakteristika des Dünndarmepithels aufweisen und zu 
einem Monolayer unter Ausbildung von tight junctions heranwachsen [Hidalgo et al. 1989].  
Zur Durchführung des Experiments wurden die Caco-2-Zellen auf einer Polykarbonat-
membran ausgestreut und nach Ausdifferenzierung für 24 h mit Pt-NP < 20 nm über einen 
Konzentrationsbereich von 1 – 1000 ng/cm² inkubiert (≙ 1,75 ng/ml - 1,75 µg/ml bzw. 
8,9 nm - 8,9 µM). Die Untersuchungen wurden vorerst exemplarisch anhand der 
Pt-Präparation mit den kleinsten Partikeln durchgeführt, da ein intestinaler Transport für 
diese Partikel am wahrscheinlichsten erschien. Im Anschluss an die Inkubation wurde der 
Pt-Gehalt im Medium des apikalen und basolateralen Kompartiments mittels Massen-
spektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma (inductively coupled plasma mass spectrometry; 
ICP-MS) bestimmt (siehe Abschnitt 6.12). Die ICP-MS Bestimmungen wurden von 
Dr. Ch. Hartinger am Institut für Anorganische Chemie der Universität Wien durchgeführt. 
Zusätzlich dazu wurde im Anschluss an die Partikelinkubation die Integrität des 
Monolayers anhand der Translokation des Fluoreszenzfarbstoffs Lucifer Yellow (LY) über-
prüft. Dabei wurden lediglich diejenigen Transwellsysteme als intakt angesehen und für die 
Bestimmung akzeptiert, bei denen ein Farbstofftransport von maximal 1 % festgestellt 
werden konnte (siehe Abschnitt 6.12) [Gres et al. 1998]. 
Zur Darstellung der Ergebnisse wurde der im Mediumüberstand des apikalen Komparti-
ments gefundene Pt-Gehalt in µg/l gegen die bei der Inkubation eingesetzte Pt-
Konzentration aufgetragen. Abbildung 4.50 zeigt einen konzentrationsabhängigen Anstieg 
des Pt-Gehalts im Mediumüberstand nach 24-stündiger Inkubation mit Pt-NP < 20 nm. Für 
die geringste eingesetzte Partikelkonzentration von 1 ng/cm² können keine Angaben zum Pt-
Gehalt im Medium gemacht werden, da die ermittelten Werte unterhalb der Nachweis-
grenze lagen. Mit zunehmender Konzentration der apikal applizierten Pt-Menge konnte 
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jedoch auch ein messbarer Anstieg des Pt-Gehalts im Medium verzeichnet werden, sodass 
bei einer Konzentration von 100 ng/cm² (≙ 175 µg/l bzw. 0,89 µM) und 1000 ng/cm² 
(≙ 1750 µg/l bzw. 8,97 µM) ein Pt-Anteil von (19,6 ± 1,3) µg/l (≙ 100 ± 7 nM) bzw. 
(186,7 ± 28,2) µg/l (≙ 960 ± 145 nM) im apikalen Kompartiment nachweisbar war (siehe Ab-
bildung 4.50).  
Im Gegensatz dazu konnte im Medium der basolateralen Seite kein Anstieg des Pt-Gehalts 
festgestellt werden. In diesem Zusammenhang konnte keine Auswertung vorgenommen 
werden, da die ermittelten Pt-Konzentrationen im Medium teilweise unterhalb der Nach-
weisgrenze lagen, in jedem Fall jedoch niedriger als die Bestimmungsgrenze waren. 
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Abbildung 4.50: Darstellung des Pt-Gehalts im Medium des apikalen Kompartiments nach 24-stündiger Inkubation mit Pt-
NP < 20 nm, bestimmt mittels ICP-MS (in Zusammenarbeit mit J. Pelka). Die abgebildeten Ergebnisse sind die arithmetischen 
Mittelwerte ± SD von mindestens drei unabhängigen Versuchen. 1 ng/cm² Pt entsprechen 1,75 ng/ml bzw. 8,9 nM. 
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Pt-NP < 20 nm nicht auf die basolaterale Seite 
des Caco-2-Monolayers translozieren und daher diese Barriere nicht überwinden können. Da 
die Messungen des Pt-Gehalts oft im Bereich der Nachweisgrenze lagen und deshalb teil-
weise großen Schwankungen unterworfen waren, ist die Aussagekraft dieses Experiments 
gering. Jedoch erscheint vor diesem Hintergrund eine Translokation der Partikel der anderen 
Pt-Präparationen aufgrund der größeren Durchmesser unwahrscheinlich. 
Der Anstieg des Pt-Gehalts im Medium des apikalen Kompartiments könnte hingegen auf 
eine Bildung löslicher Pt-Spezies zurückzuführen sein. Diese Einschätzung beruht darauf, 
dass die Proben vor Bestimmung der Pt-Konzentration einer Zentrifugation von 1 h bei 
20000g unterzogen wurden. Im Anschluss daran wurde lediglich ein geringer Teil des Über-
stands zur Pt-Bestimmung herangezogen, sodass die resultierenden Konzentrationen nicht 
von den abzentrifugierten Pt-NP stammen konnten. Da die Sedimentationsgeschwindigkeit 
mit Abnahme des Partikeldurchmessers sinkt [Stark 2011], kann aufgrund einer 1-stündigen 
Zentrifugation bei 20000g jedoch nicht mit Sicherheit davon ausgegangen werden, dass eine 
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100%ige Abtrennung der Partikel erfolgte und die gemessenen Pt-Konzentrationen aus-
schließlich auf lösliche Spezies zurückzuführen war. Da die mögliche Bildung löslicher 
Pt-Spezies ein zentraler Punkt sein könnte, über den die NP ihre Toxizität vermitteln, 
wurden in weiterer Folge zusätzliche Untersuchungen in diese Richtung unternommen. 
4.2.5 Untersuchungen zur Bildung löslicher Platin-Spezies 
Im Zuge der Untersuchungen zum genotoxischen Potenzial der Pt-Partikel, aber auch im 
Zusammenhang mit den Messungen zum intestinalen Transport (siehe Abschnitt 4.2.4) 
wurde die Frage nach der Bildung löslicher Pt-Spezies im Medium aufgeworfen. Zum 
Nachweis der partiellen Löslichkeit von Pt-NP wurden weitere Untersuchungen durch-
geführt. 
Zu diesem Zweck sollte der Pt-Gehalt im Mediumüberstand zum einen unmittelbar, zum 
anderen nach 3-, 6- und 24-stündiger Inkubation bei 37 °C mittels ICP-MS bestimmt werden. 
Um die Wahrscheinlichkeit einer Erfassung nicht gelöster, solider Pt-NP zu verringern, 
wurden die Proben im Anschluss an die Partikelinkubation verschiedenen Zentrifugations-
gradienten unterzogen. Dabei wurde der Pt-Gehalt im Mediumüberstand sowohl direkt 
ohne zusätzlichen Zentrifugationsschritt als auch nach 1- bzw. 24-stündiger Zentrifugation 
bei 100000g bestimmt. Aufgrund der Möglichkeit, dass während des Zentrifugationsschrittes 
weitere Partikel Lösungsprozessen unterworfen sind, in deren Folge es zu einer zusätzlichen 
Bildung löslicher Pt-Spezies kommt, wurde das Experiment bei 4 °C durchgeführt. Da auch 
eine Temperaturabsenkung mögliche Lösungsprozesse nicht vollständig verhindern kann, 
wurden alle Proben zur selben Zeit aufgearbeitet und zusammen für die entsprechende Zeit 
zentrifugiert, um zusätzliche Schwankungen im gemessenen Pt-Gehalt zu vermeiden. Im 
Anschluss an die Zentrifugationsschritte wurde der Probe unter äußerster Vorsicht jeweils 
ein geringes Aliquot aus dem oberen Drittel entnommen und der Pt-Gehalt mittels ICP-MS 
bestimmt (siehe Abschnitt 6.13). Alle ICP-MS-Bestimmungen wurden von Dr. Ch. Hartinger 
am Institut für Anorganische Chemie der Universität Wien durchgeführt. 
Die Untersuchungen zur Bildung löslicher Pt-Spezies wurden exemplarisch anhand der 
Pt-NP < 20 nm durchgeführt, da in Zusammenhang mit dieser Partikelpräparation die 
stärksten strangbrechenden Effekte beobachtet werden konnte (siehe Abbildung 4.53). 
Darüber hinaus haben Untersuchungen gezeigt, dass die Löslichkeit von Pt mit Abnahme 
des Partikeldurchmessers zunimmt [Artelt et al. 1999a, Artelt et al. 1998] (siehe Abschnitt 
2.9.5.1), weshalb die Bildung löslicher Pt-Spezies durch Pt-NP < 20 nm am wahrschein-
lichsten erschien. In Anlehnung an die Experimente zum intestinalen Transport der 
Pt-NP < 20 nm wurde eine Konzentration von 100 µg/cm² (≙ 175 µg/l bzw. 0,89 µM) gewählt, 
mit der alle Untersuchungen durchgeführt wurden.  
Für die graphische Darstellung der Ergebnisse wurde der im Zellkulturmedium gefundene 
Pt-Gehalt gegen die dazugehörige Inkubationszeit aufgetragen. Die Werte in Abbildung 4.51 
zeigen die Ergebnisse der Zentrifugationsexperimente nach Inkubation der Pt-NP in Gegen-
wart von HT29-Zellen. Anhand des Graphen ist zu erkennen, dass der Pt-Gehalt des Zell-
kulturmediums ohne Inkubation (0 h Inkubationszeit) und vor einem Ultrazentrifugations-
schritt (0 h Zentrifugation) bei einem Gehalt von (23,0 ± 2,5) µg/l (≙ (118 ± 13) nM) liegt. Mit 
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zunehmender Inkubationszeit zeichnet sich jedoch ein tendenzieller Rückgang der 
Pt-Konzentration ab, der nach 24 h mit einem Gehalt von (16,6 ± 2,8) µg/l (≙ (85 ± 14) nM) 
einen signifikanten Unterschied zur nicht inkubierten Probe aufweist (siehe Abbildung 4.51). 
Infolge einer 1-stündigen Zentrifugation bei 100000g kann eine signifikante Reduktion des 
Pt-Anteils im Mediumüberstand im Vergleich zu den nicht-zentrifugierten Proben fest-
gestellt werden. Der auf diese Weise ermittelte Pt-Gehalt liegt nach einer Inkubationszeit von 
0 h bei einem Wert von (2,4 ± 0,4) µg/l (≙ (11 ± 1,8) nM) und beträgt damit lediglich ein 
Zehntel des Wertes der entsprechenden nicht-zentrifugierten Probe. Mit zunehmender 
Inkubationsdauer kann jedoch, im Gegensatz zu den vorangegangenen Untersuchungen, 
eine Zunahme des messbaren Pt-Anteils im Mediumüberstand verzeichnet werden. So be-
trägt der Pt-Gehalt nach 3-stündiger Inkubationsdauer bereits (3,1 ± 0,9) µg/l, 
(≙ (16 ± 4,6) nM), steigt nach 6-stündiger Inkubation weiter auf (4,1 ± 1,0) µg/l 
(≙ (21 ± 5,1) nM) an und unterscheidet sich damit signifikant von der nachgewiesenen 
Pt-Menge nach 0 h Inkubation. Infolge einer Verlängerung der Inkubationszeit auf 24 h kann 
hingegen keine weitere Zunahme des Pt-Gehalts im Medium detektiert werden. Darüber 
hinaus liegt der bestimmte Wert mit (2,9 ± 0,5) µg/l (≙ (14,9 ± 2,6) nM) zwar noch über dem 
der nicht-inkubierten Probe, unterscheidet sich jedoch nicht mehr signifikant von dieser 
(siehe Abbildung 4.51). 
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Abbildung 4.51: Darstellung der Pt-Gehalte im Mediumüberstand nach Inkubation von HT29-Zellen mit 100 ng/cm² Pt-NP 
< 20 nm in 10 % FKS-haltigem Medium für 0 h, 3 h, 6 h und 24 h und anschließender Ultrazentrifugation bei 100000g für 0 h, 1 h 
und 24 h, bestimmt mittels ICP-MS. Die abgebildeten Ergebnisse sind die arithmetischen Mittelwerte ± SD von mindestens drei 
unabhängigen Versuchen. Signifikante Unterschiede der verschiedenen Inkubationszeiten beziehen sich auf den Gehalt der 
nicht-inkubierten Probe der entsprechenden Zentrifugationszeit und wurden mittels Students t-Test berechnet: * = p < 0,05. 
Signifikante Unterschiede zwischen den verschiedenen Zentrifugationszeiten wurden mittels Students t-Test berechnet: 
# = p < 0,05; ## = p < 0,01; ### = p < 0,001. Pt entsprechen 100 ng/cm² ≙175 µg/l bzw. 0,89 µM. 
Anhand von Abbildung 4.51 ist zu erkennen, dass eine 24-stündige Zentrifugation bei 
100000g zu einer weiteren Reduktion des im Medium detektierbaren Pt-Anteils führt. Der 
Pt-Gehalt der nicht-inkubierten Probe liegt mit einem Wert von (0,75 ± 0,1) µg/l 
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(≙ (4 ± 0,5) nM) nochmals unterhalb der Konzentration der Probe nach 1-stündiger Zentri-
fugation. Mit Zunahme der Inkubationszeit kann auch infolge einer 24-stündigen Zentri-
fugation ein Anstieg des Pt-Anteils im Zellkulturmedium beobachtet werden, der mit einem 
Wert von (1,6 ± 0,6) µg/l (≙ (8 ± 3) nM) nach 6-stündiger Inkubation ein signifikantes Level 
erreicht. Eine Verlängerung der Inkubationszeit auf 24 h führt lediglich zu einem geringen 
Anstieg der detektierten Pt-Menge auf (1,7 ± 1,2) µg/l (≙ (8,5 ± 6) nM), die aufgrund der SD 
jedoch keinen signifikanten Unterschied zur Kontrolle (0 h Inkubation) aufweist (siehe Ab-
bildung 4.51). 
Da die Anwesenheit von Zellen einen möglichen Einfluss auf die Bildung löslicher 
Pt-Spezies haben könnte, wurde dieselbe Versuchsreihe auch ohne HT29-Zellen durch-
geführt. Diese Ergebnisse sind in Abbildung 4.52 dargestellt und zeigen, dass der Pt-Gehalt 
des Mediumüberstands auch in diesem Fall ohne Zentrifugationsschritt bei (26,6 ± 4,6) µg/l 
(≙ 133 ± 23) nM) liegt und mit zunehmender Inkubationszeit abnimmt, wobei nach 24 h mit 
einem Gehalt von (17,6 ± 2,5) µg/l (≙ (88 ± 12,5) nM) ein signifikantes Ausmaß erreicht wird 
(siehe Abbildung 4.52). 
Infolge einer 1-stündigen Zentrifugation bei 100000g ist eine signifikante Reduktion des im 
Mediumüberstand nachweisbaren Pt-Gehalts zu verzeichnen, der in einer Größenordnung 
von 90 % liegt. Im Unterschied zu dem mit Zellen durchgeführten Versuchsansatz ist im vor-
liegenden Fall keine Zunahme der Pt-Konzentration in Abhängigkeit von der Inkubations-
zeit nachzuweisen (siehe Abbildung 4.52). 
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Abbildung 4.52: Darstellung der Pt-Gehalte im Mediumüberstand nach Inkubation von 100 ng/cm² Pt-NP < 20 nm in 10 % 
FKS-haltigem Medium für 0 h, 3 h, 6 h und 24 h und anschließender Ultrazentrifugation bei 100000g für 0 h, 1 h und 24 h, be-
stimmt mittels ICP-MS. Die abgebildeten Ergebnisse sind die arithmetischen Mittelwerte ± SD von mindestens drei un-
abhängigen Versuchen. Signifikante Unterschiede der verschiedenen Inkubationszeiten beziehen sich auf den Gehalt der nicht-
inkubierten Probe der entsprechenden Zentrifugationszeit und wurden mittels Students t-Test berechnet: * = p < 0,05. Signi-
fikante Unterschiede zwischen den verschiedenen Zentrifugationszeiten wurden mittels Students t-Test berechnet: # = p < 0,05; 
## = p < 0,01; ### = p < 0,001. 100 ng/cm² Pt ≙ 175 µg/l bzw. 0,89 µM. 
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Dementgegen kann nach einer 24-stündigen Zentrifugation bei 100000g ein weiterer Rück-
gang der Pt-Konzentration im Mediumüberstand festgestellt werden. Die nicht-inkubierte 
Probe (0 h Inkubation) weist dabei einen Gehalt von (0,9 ± 0,1) % (≙ (4,5 ± 0,5) nM) auf, 
wobei mit Zunahme der Inkubationszeit ein Anstieg der Pt-Konzentration zu erkennen ist, 
der mit einem Wert von (1,5 ± 0,5) µg/l (≙ (7,5 ± 2,5) nM) nach 6 h ein signifikantes Niveau 
erreicht. Infolge einer Verlängerung der Inkubationszeit auf 24 h kann jedoch keine weitere 
Zunahme der im Medium vorliegenden Pt-Menge nachgewiesen werden (siehe Abbildung 
4.52). 
Die Gegenüberstellung der Ergebnisse der beiden Versuchsansätze zeigt, dass keine signi-
fikanten Unterschiede infolge einer Inkubation der Pt-NP < 20 nm in Anwesenheit bzw. Ab-
wesenheit von HT29-Zellen auftreten. Daher kann ein entscheidender Einfluss der Zellen auf 
die Bildung löslicher Pt-Spezies im Mediumüberstand weitestgehend ausgeschlossen 
werden. 
4.2.6 Untersuchungen zu den genotoxischen Eigenschaften der Platin-
Nanopartikel 
In vorangegangenen Untersuchungen zum genotoxischen Potenzial der Pt-Partikel 
(Pt-NP < 20 nm, Pt-NP < 100 nm, Pt-Partikel > 100 nm) konnte durch Joanna Pelka gezeigt 
werden, dass diese strangbrechende Eigenschaften aufwiesen, deren Ausprägung invers mit 
dem Partikeldurchmesser korreliert (siehe Abbildung 4.53). Die DNA-schädigenden Eigen-
schaften wurden in diesem Zusammenhang mithilfe des Comet-Assays erfasst, wobei für die 
Partikelpräparationen Pt < 20 nm und Pt < 100 bereits nach 3-stündiger Inkubationszeit eine 
signifikante Erhöhung der DNA-Strangbruchrate nachgewiesen werden konnte. Eine Ver-
längerung der Inkubationszeit auf 24 h hatte eine weitere Zunahme der 
DNA-Strangbruchrate zur Folge. Des Weiteren konnte im Zuge der Untersuchungen fest-
gestellt werden, dass die Effekte nicht durch eine einfache Konzentrationsabhängigkeit be-
schrieben werden können. So steigt die DNA-Strangbruchrate bis zu einer Konzentration 
von 1 ng/cm² kontinuierlich an und fällt anschließend bei höheren Konzentrationen wieder 
ab. Darüber hinaus wurde auch eine oxidative Schädigung der DNA untersucht. Dabei 
wurde jedoch festgestellt, dass die Strangbruchraten infolge einer FPG-Behandlung im Mittel 
zwar über denen der unbehandelten Probe lagen, jedoch keinen signifikanten Unterscheid 
aufwiesen. Lediglich bei einer Konzentration von 1 ng/cm² konnte im Fall der Pt < 20 nm und 
Pt < 100 einen signifikanter Unterschied nachgewiesen werden. Die Ergebnisse des Comet-
Assays nach 24-stündiger Inkubation wurden zur Erläuterung sowie zur Einordnung nach-
folgender Ergebnisse nochmals in Abbildung 4.53 dargestellt.  
Für eine weitergehende Erläuterung der abgebildeten Daten bzw. für eine ausführliche 
Darstellung signifikanter Messpunkte wird auf die Dissertation von Joanna Pelka verwiesen 
[Pelka 2010]. 
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Abbildung 4.53: DNA-strangbrechende Wirkung von Pt-Partikeln (Pt < 20 nm, Pt < 100 nm, Pt > 100 nm) in HT29-Zellen nach 
24-stündiger Inkubation in 10 % FKS-haltigem Medium, bestimmt mittels alkalischen Comet-Assays. Oxidativ modifizierte 
Basen wurden durch Behandlung mit Formamidopyrimidin-DNA-glykosylase (FPG) bestimmt (schraffierte Balken). Menadion 
(10 µM) diente als Positivkontrolle. Die abgebildeten Ergebnisse sind die arithmetischen Mittelwerte ± SD nach Ausreißer-
bereinigung (Nalimov) von mindestens vier unabhängigen Versuchen. Signifikante Unterschiede der Proben zur jeweiligen 
Kontrolle (Signifikanzbezug für Pt-Partikel = β-Cyclodextrin (CD), Signifikanzbezug für Menadion = 1 % DMSO Kontrolle) bzw. 
zwischen FPG-behandelten und -unbehandelten Proben wurden mittels Students t-Test berechnet. 1 ng/cm² Pt ≙ 4,3 ng/cm² 
bzw. 21,9 nM. Daten erstellt von Joanna Pelka. [Entnommen und modifiziert nach Pelka 2010]. 
4.2.6.1 DNA-Platinierung 
Zur näheren Charakterisierung des DNA-schädigenden Potenzials der Pt-Partikel wurden 
die folgenden Experimente exemplarisch anhand der Präparation durchgeführt, die zuvor 
im Comet-Assay die stärksten strangbrechenden Eigenschaften aufwies (Pt-NP < 20 nm). Da, 
wie bereits in Abschnitt 4.2.3 erwähnt, durch Pt-NP keine ROS erzeugt werden, wurde an-
hand der Pt-NP < 20 nm untersucht, inwieweit die Partikel zu einer direkten Wechsel-
wirkung mit der DNA von HT29-Zellen fähig sind. 
Zytotoxizität von Cisplatin 
Im Rahmen der Untersuchungen des Platinierungsgrads der DNA von HT29-Zellen wurde 
das Zytostatikum Cisplatin als Positivkontrolle eingesetzt. Um einen Vergleich der zyto-
toxischen Eigenschaften von Cisplatin mit denen der Pt-Partikel zu ermöglichen, wurde das 
wachstumshemmende Potenzial von Cisplatin im SRB-Assays untersucht. Der Assay beruht 
auf einer Anfärbung des Proteins lebender Zellen und anschließender photometrischer Be-
stimmung der Farbstoffkonzentration (siehe Abschnitt 6.8.2). 
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Abbildung 4.54: Einfluss von Cisplatin auf das Wachstum von HT29-Zellen nach 24-, 48- und 72-stündiger Exposition in 10 % 
FKS-haltigem Medium, bestimmt mittels SRB-Assay. Darstellung der arithmetischen Mittelwerte ± SD von mindestens drei un-
abhängigen Versuchen bezogen auf die Kontrolle (Medium). Signifikante Unterschiede der Proben zur Kontrolle (Medium) 
wurden mittels Students t-Test berechnet: ** = p < 0,01; *** = p < 0,001. 
Abbildung 4.54 zeigt den Einfluss von Cisplatin auf das Wachstum von HT29-Zellen über 
einen Konzentrationsbereich von 0,001 – 1000 µM. Zur Darstellung und Auswertung der 
Messergebnisse wurden die Rohdaten in Bezug zur Kontrolle (Medium 10 % FKS) gesetzt, 
die auf 100 % normiert wurde (T/C [%]), und gegen die eingesetzte Konzentration auf-
getragen. Anhand des Graphen ist zu erkennen, dass Cisplatin zu einer konzentrations- und 
zeitabhängigen Reduktion des Zellwachstums führt. Nach 72-stündiger Inkubationsdauer ist 
bereits bei einer Konzentration von 10 µM ein signifikanter Rückgang auf (57 ± 9) % zu er-
kennen. Ausgehend davon konnte ein IC50-Wert von 25 µM errechnet werden. Infolge einer 
24- und 48-stündigen Inkubation wird hingegen erst ab einer Konzentration von 100 µM ein 
signifikantes Niveau erreicht (siehe Abbildung 4.54). Die im Zuge der Untersuchungen zum 
Platinierungsgrad der DNA von HT29-Zellen eingesetzte Konzentration von 10 µM führt 
nach 24-stündiger Inkubation zu keiner wesentlichen Verminderung des Zellwachstums und 
lässt anders als bei längeren Inkubationszeiträumen zu diesem Zeitpunkt keine zytotoxische 
Eigenschaft erkennen. Damit stellt die eingesetzte Konzentration von 10 µM eine Art 
Schwellenwert der Cisplatin-vermittelten Zytotoxizität dar. 
Der Vergleich mit den zytotoxischen Eigenschaften der Pt-Partikelpräparationen (siehe Ab-
schnitt 4.2.1.1) zeigt, dass auch im Rahmen der in der vorliegenden Arbeit gewählten Test-
bedingungen Cisplatin ein völlig anderes zytotoxisches Verhalten als die Pt-Partikel auf-
weist. 
Hierzu erfolgte im Anschluss an eine Partikelinkubation mit Pt-NP < 20 nm in 10 % 
FKS-haltigem Medium eine DNA-Isolierung, die mithilfe eines kommerziellen 
DNA-Extraktionskits (DNeasy Quantification Kit, Qiagen) durchgeführt wurde. Nach foto-
metrischer Bestimmung der Reinheit und des Gehalts der DNA wurde diese verascht und 
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der DNA-assoziierte Pt-Gehalt mittels ICP-MS ermittelt (siehe Abschnitt 6.11.3). Die in 
diesem Zusammenhang durchgeführten ICP-MS-Bestimmungen wurden von Dr. Ch. 
Hartinger am Institut für Anorganische Chemie der Universität Wien vorgenommen. Die 
Untersuchung wurde über einen Konzentrationsbereich von 0,01 – 1000 ng/cm² 
(≙-0,76 pg/ml – 7,6 µg/ml bzw. 3,89 pM – 38,9 µM) durchgeführt. Zusätzlich dazu wurde die 
DNA der HT29-Zellen infolge verschiedener Inkubationszeiträume (1 h, 4 h und 24 h) 
isoliert, um auf diesem Weg einen potenziellen Einfluss der Zeit auf die Platinierung der 
DNA zu erfassen. 
Im Zusammenhang mit diesem Experiment muss berücksichtigt werden, dass ein Ab-
sterben der Zellen aufgrund toxischer Effekte eventuell zu einer vorzeitigen Freisetzung 
bereits aufgenommener Pt-NP führen könnte. Daher wurde vor jedem Experiment die 
Viabilität der einzelnen Proben mittels Trypanblauausschluss bestimmt (siehe Abschnitt 
6.5.2.5). In weiterer Folge wurden nur solche Proben akzeptiert, die eine Viabilität von 80 % 
oder mehr aufwiesen. 
Das etablierte Zytostatikum Cisplatin (siehe Abbildung 4.55) wurde 
aufgrund seiner Fähigkeit, direkt an verschiedene Stellen des DNA-
Strangs zu binden (siehe Abschnitt 2.9.5.2), in einer Konzentration von 
10 µM als Positivkontrolle eingesetzt. 
 
Die graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgte, indem der mittels ICP-MS ermittelte Pt-
Gehalt auf die veraschte DNA-Menge der Probe normiert wurde und als fmol Pt pro 
µg DNA gegen die eingesetzte Pt-Flächenkonzentration aufgetragen wurde. Abbildung 4.56 
zeigt die DNA-Pt-Gehalte der mit Pt < 20 nm inkubierten HT29-Zellen. Anhand des ab-
gebildeten Graphen ist zu erkennen, dass bereits nach 1-stündiger Inkubation mit 10 µM 
Cisplatin ein signifikanter Anstieg des DNA-Pt-Gehalts auf (12,5 ± 2,8) fmol Pt/µg DNA zu 
verzeichnen ist. Mit einer Verlängerung des Inkubationszeitraums ist auch eine weitere Zu-
nahme des DNA-assoziierten Pt verbunden, sodass nach 24-stündiger Exposition mit 
(25,0 ± 9,9) fmol Pt/µg DNA beinahe eine Verdopplung des DNA-Pt-Gehalts erfolgt (siehe 
Abbildung 4.56). 
Die Platingehalte der Medium- bzw. β-CD-Kontrolle liegen in einem Bereich von 
1,4 - 4,5 fmol Pt/µg DNA. Dabei zeigt sich jedoch, dass ein Pt-Gehalt von 1,5 fmol Pt/µg DNA 
bereits im Bereich der Nachweisgrenze liegt, weshalb Gehalte dieser Größenordnung als 
natürliche Hintergrundwerte unbehandelter Proben zu betrachten sind (siehe Abbildung 
4.56). 
Des Weiteren ist Abbildung 4.56 zu entnehmen, dass im Falle der mit NP inkubierten 
Proben sowohl eine konzentrations- als auch zeitabhängige Zunahme des Pt-DNA-Gehalts 
vorliegt. Die Graphik zeigt, dass der DNA-Pt-Gehalt der Proben nach 1-stündiger Inkubation 
über einem Konzentrationsbereich von 0,01 - 100 ng/cm² (≙ 76 pg/ml - 760 ng/ml bzw. 
389 pM – 389 nM) keinen wesentlichen Unterschied zu den Hintergrundleveln der Kontrolle 
aufweist. Infolge einer weiteren Zunahme der applizierten Pt-Menge auf 1000 ng/cm² 
Abbildung 4.55 Struktur-
formel von Cisplatin 
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(≙ 7,6 µg/ml bzw. 38,9 µM) ist jedoch ein deutlicher Anstieg des DNA-assoziierten Pt auf 
(30,5 ± 21,8) fmol Pt/µg DNA zu verzeichnen (siehe Abbildung 4.56).  
Die Verlängerung des Inkubationszeitraums auf 4 h führt zu Ergebnissen, die denjenigen 
nach 1-stündigen Inkubation gleichen. Dabei zeigt sich, dass der DNA-Pt-Gehalt der mit 
geringen Pt-Konzentrationen (0,01 – 1,0 ng/cm²) (≙ 76 pg/ml – 76 ng/ml bzw. 389 pM -
 38,9 nM) inkubierten Proben analog zu den vorangegangenen Messungen keinen Unter-
schied zu den Pt-Gehalten der Kontrollen erkennen lassen. Dementgegen kann ab einer 
Inkubationskonzentration von 100 ng/cm² (≙ 760 ng/ml bzw. 3,89 µM) eine tendenzielle Zu-
nahme des DNA-assoziierten Pt festgestellt werden, das infolge einer Inkubation mit 
1000 ng/cm² (≙ 7,6 µg/ml bzw. 38,9 µM) weiter auf einen Wert von (72,2 ± 62,5) fmol Pt/µg 
DNA ansteigt (siehe Abbildung 4.56). 
 
 
Abbildung 4.56: Darstellung des DNA-assoziierten Pt nach 1-, 4- bzw. 24-stündiger Inkubation von HT29-Zellen mit Pt-NP 
< 20 nm in 10 % FKS-haltigem Medium, bestimmt mittels ICP-MS (in Zusammenarbeit mit J. Pelka). Cisplatin wurde in einer 
Konzentration von 10 µM als Positivkontrolle mitgeführt. Die abgebildeten Ergebnisse sind die arithmetischen Mittelwerte ± SD 
nach Ausreißerbereinigung (Nalimov) von mindestens drei unabhängigen Experimenten. 1 ng/cm² ≙ 7,6 ng/ml ≙ 38,9 nM. 
Im Gegensatz dazu kann nach 24-stündiger Inkubationsdauer eine marginale Zunahme des 
Pt Gehalts der DNA bereits ab einer Inkubationskonzentration von 0,01 ng/cm² (≙ 76 pg/ml 
bzw. 389 pM) beobachtet werden. Infolge der ansteigenden Inkubationskonzentration ist 
dabei eine stetige Zunahme des DNA-assoziierten Pt-Gehalts zu verzeichnen, der im Fall der 
höchsten eingesetzten Konzentration mit (139,2 ± 62,4) fmol Pt/µg DNA ein Maximum er-
reicht (siehe Abbildung 4.56). 
Ein Vergleich dieser Ergebnisse mit denen des Comet-Assays zeigt, dass zwei verschiedene 
Kurvenverläufe vorliegen. Während das DNA-strangbrechende Potenzial der Pt-NP < 20 nm 
eine maximale Wirkstärke bei einer Konzentration von 1 ng/cm² aufweist (siehe Abbildung 
4.44), ist im Fall der DNA-Platinierung ein stetig mit der applizierten Pt-Konzentration an-
steigender Effekt zu verzeichnen. 
K
on
tr
ol
le
C
yc
lo
de
xt
ri
n
0,
01 1,
0
10
0
10
00
C
is
pl
at
in
0
50
100
150
200
250
D
N
A
-P
la
ti
n
ie
ru
n
g
 [
fm
o
l 
P
t 
/ 
µ
g
 D
N
A
]
[ng/cm²]
 1 h Inkubation
 4 h Inkubation
 24 h Inkubation
HT29-Zellen
proliferative Bedingungen 
4 Ergebnisse und Diskussion 
207 
 
4.2.6.2 Bildung von Doppelstrangbrüchen 
Die im Zuge des Comet-Assays nachgewiesenen durch Pt-NP verursachten 
DNA-Strangbrüche wurden im Zuge weitergehender Untersuchungen hinsichtlich der Art 
der DNA-Läsionen spezifiziert. Dabei wurde der Fokus auf den Nachweis eventuell vor-
liegender DSB gelegt, deren Vorhandensein anhand der Phosphorylierung des Histons 
H2AX untersucht wurde. Die Phosphorylierung von H2AX zu γ-H2AX gilt dabei als ein in 
Verbindung mit DSB vergleichsweise früh in Erscheinung tretender Biomarker, der eine 
wichtige Rolle bei der Organisation der Reparatur von DSB einnimmt (siehe Abschnitt 2.8.2). 
Der Einfluss von Pt-NP auf den Phosphorylierungsgrad von H2AX wurde zunächst 
exemplarisch anhand der Pt-Präparation untersucht, die im Comet-Assay (siehe Abbildung 
4.53) das stärkste strangbrechende Potenzial (Pt-NP < 20 nm) aufwies. 
Der Einfluss von Pt < 20 nm auf die Phosphorylierung von H2AX wurde mittels 
Western Blot-Analyse untersucht (siehe Abschnitt 6.11.2). Zusätzlich wurde α-Tubulin als 
Ladungskontrolle mitgeführt. Der getestete Konzentrationsbereich wurde an die im Comet-
Assay eingesetzten Konzentrationen angepasst, jedoch auf den Bereich zwischen 
0,1 - 1000 ng/cm² (≙ 0,43 ng/ml – 4,3 µg/ml bzw. 2,19 nM – 21,9 nM) begrenzt, da in diesem 
die stärkste strangbrechende Wirkung der Pt-NP < 20 nm nachgewiesen werden konnte. Die 
Untersuchung wurde in Zusammenarbeit mit K. Jarolim durchgeführt [Jarolim 2012]. 
Als Positivkontrolle wurden sowohl Etoposid als auch UV-B-Licht (λ = 312 nm; 
E = 448 J/cm²) auf ihre Eignung hin, DSB zu induzieren, unter-
sucht. Im Gegensatz zu ionisierender Strahlung (IS) werden 
durch UV-Strahlung keine direkten DNA-Strangbrüche in-
duziert. Jedoch entstehen unter anderem die für 
UV-Bestrahlung typischen Thyminbasendimere, die infolge 
von Replikationsstress zu DSB und so zur Phosphorylierung 
von H2AX führen [Mah et al. 2010]. Dementgegen stellt 
Etoposid ein Topoisomerase-II-Gift dar, das eine 
Stabilisierung des ausgebildeten Topoisomerase-DNA-
Komplexes verursacht und dadurch im weiteren zu einer er-
höhten Anzahl an DSB bzw. zu einer Phosphorylierung von 
H2AX führt [Mah et al. 2010]. Etoposid wurde in einer 
Konzentration von 50 µM eingesetzt. 
Zur graphischen Darstellung der Ergebnisse wurden die Proteinbanden der mit Pt-NP be-
handelten Zellen in Bezug zu der auf 100 % normierten β-CD-Kontrolle gesetzt und als 
T/C [%] gegen die applizierte Pt-Konzentration aufgetragen. Abbildung 4.58 veranschaulicht 
die Ergebnisse einer 24-stündigen Exposition von Pt-NP < 20 nm gegenüber HT29-Zellen in 
10 % FKS-haltigen Medium. Dabei wird deutlich, dass für beide Positivkontrollen eine starke 
Zunahme der γ-H2AX Bande verzeichnet werden kann, die infolge einer UV-B-Bestrahlung 
mit (6060 ± 722) % deutlich stärker ausgeprägt ist als im Fall einer Inkubation mit Etoposid 
(50 µM) mit (1192 ± 107) %. Dementgegen kann für keine der eingesetzten 
Pt-Konzentrationen eine signifikante Zunahme der Phosphorylierung von H2AX und damit 
die Bildung signifikanter Mengen an DSB beobachtet werden. Generell zeigt die Abbildung, 
Abbildung 4.57: Strukturformel von 
Etoposid 
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dass die Proteinbande von γ-H2AX nur äußerst schwach ausgeprägt ist und somit schwer 
vom Hintergrundrauschen zu trennen ist.  
Da die Phosphorylierung von H2AX in Zusammenhang mit DSB als ein zu Beginn des 
Reparaturprozesses auftretender Biomarker gilt, wurden die Untersuchungen in Anlehnung 
an den Comet-Assay zusätzlich nach 3- sowie nach 12-stündiger Inkubation durchgeführt. 
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Abbildung 4.58: Darstellung des Phosphorylierungsstatus von H2AX in HT29-Zellen nach 24-stündiger Inkubation mit 
Pt-NP < 20 nm in 10 % FKS-haltigem Medium, bestimmt mittels Western Blot-Analyse (in Zusammenarbeit mit K. Jarolim 
[Jarolim 2012]). Etoposid (Eto; 50 µM) sowie UV-B-Licht (2 min) wurden als Positivkontrolle mitgeführt. A) Dargestellt sind die 
arithmetischen Mittelwerte ± SD aus mindestens drei unabhängigen Experimenten in Relation zur entsprechenden Kontrolle 
(T/C [%], Kontrolle für Pt-NP < 20 nm = β-Cyclodextrin (β-CD); Kontrolle für Eto = 10 % FKS-haltiges Medium). B) Abbildung 
repräsentativer Blotbilder von γ-H2AX sowie α-Tubulin eines ausgewählten Western Blot-Experiments. Die Gele wurden 
separat beladen. α-Tubulin wurde als Ladungskontrolle mitgeführt. 1000 ng/cm² Pt entsprechen 4,3 ng/ml bzw. 21,9 nM. 
Die infolge einer 3-stündigen Inkubation erhaltenen Ergebnisse sind in Abbildung 4.59 dar-
gestellt und zeigen in Hinblick auf die Phosphorylierung von H2AX analog zu den Ergeb-
nissen der 24-stündigen Inkubation keinen signifikanten Unterschied der mit Pt-NP < 20 nm 
behandelten Proben zur β-CD-Kontrolle. Ebenfalls in Übereinstimmung mit den voran-
gegangenen Ergebnissen kann durch die Positivkontrollen eine signifikante Zunahme von 
γ-H2AX-Bande auf (334 ± 112) % für Etoposid und (724 ± 25) % infolge einer Bestrahlung mit 
UV-B-Licht und damit eine Zunahme an DSB verzeichnet werden (siehe Abbildung 4.59). 
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Abbildung 4.59: Phosphorylierungsstatus von H2AX in HT29-Zellen nach 3-stündiger Inkubation mit Pt-NP < 20 nm in 10 % 
FKS-haltigem Medium, bestimmt mittels Western Blot-Analyse (in Zusammenarbeit mit K. Jarolim [Jarolim 2012]). Etoposid 
(Eto; 50 µM) sowie UV-B-Licht (2 min) wurden als Positivkontrolle mitgeführt. A) Dargestellt sind die arithmetischen Mittel-
werte ± SD aus mindestens drei unabhängigen Experimenten in Relation zur entsprechenden Kontrolle (T/C [%], Kontrolle für 
Pt-NP < 20 nm = β-Cyclodextrin (β-CD); Kontrolle für Eto = 10 % FKS-haltiges Medium). B) Abbildung repräsentativer 
Blotbilder von γ-H2AX sowie α-Tubulin eines ausgewählten Western Blot-Experiments. Die Gele wurden separat beladen. α-
Tubulin wurde als Ladungskontrolle mitgeführt. 1000 ng/cm² Pt entsprechen 4,3 ng/ml bzw. 21,9 nM. 
Die Ergebnisse der 12-stündigen Inkubation sind in Abbildung 4.60 dargestellt und lassen 
erkennen, dass auch nach dieser Zeit keine signifikante Zunahme des Phosphorylierungs-
status der H2AX in Pt-NP exponierten HT29-Zellen festgestellt werden kann. Des Weiteren 
lässt sich anhand der Ergebnisse in Übereinstimmung mit den vorangegangenen Messungen 
eine Zunahme der Phosphorylierung von H2AX infolge einer Inkubation mit den Positiv-
kontrollen Etoposid (518 %) und UV-B-Licht ((3344 ± 359) %) verzeichnen. 
Zusammengefasst zeigt sich, dass die Inkubation von HT29-Zellen mit Pt-NP < 20 nm über 
einen Zeitraum von 24 h wahrscheinlich nicht zur Bildung von DSB führt, und dass ein Ein-
fluss der Zeit auf die Phosphorylierung von H2AX lediglich im Falle der Positivkontrollen 
Etoposid und UV-B-Licht gegeben ist. 
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Abbildung 4.60: Phosphorylierungsstatus von H2AX in HT29-Zellen nach 12-stündiger Inkubation mit Pt-NP < 20 nm in 10 % 
FKS-haltigem Medium, bestimmt mittels Western Blot-Analyse (in Zusammenarbeit mit K. Jarolim [Jarolim 2012]). Etoposid 
(Eto; 50 µM) sowie UV-B-Licht (2 min) wurden als Positivkontrolle mitgeführt. A) Dargestellt sind die arithmetischen Mittel-
werte ± SD aus mindestens drei unabhängigen Experimenten in Relation zur entsprechenden Kontrolle (T/C [%], Kontrolle für 
Pt-NP < 20 nm = β-Cyclodextrin (β-CD); Kontrolle für Eto = 10 % FKS-haltiges Medium). B) Abbildung repräsentativer 
Blotbilder von γ-H2AX sowie α-Tubulin eines ausgewählten Western Blot-Experiments. Die Gele wurden separat beladen. α-
Tubulin wurde als Ladungskontrolle mitgeführt. 1000 ng/cm² Pt entsprechen 4,3 ng/ml bzw. 21,9 nM. 
4.2.6.3 Zusammenfassung und Diskussion der genotoxischen Wirkung von Platin-
Nanopartikeln unter Berücksichtigung aller bisherigen Daten 
In vorangegangenen Untersuchungen im Rahmen der Dissertation von Joanna Pelka [2010] 
konnte für die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Pt-Präparationen (Pt < 20 nm, 
Pt < 100 nm, Pt > 100 nm) ein DNA-strangbrechendes Potenzial nachgewiesen werden, das 
invers mit dem Partikeldurchmesser korrelierte. Darüber hinaus wurde auch ein Einfluss der 
Zeit auf diesen Effekt nachgewiesen. Während die Pt-NP < 20 und Pt-NP < 100 nm sowohl 
infolge einer 3- als auch 24-stündigen Inkubation signifikante DNA-Strangbrüche ver-
ursachten, konnte für die größten Pt-Partikel (Pt > 100 nm) ausschließlich nach 24 h ein 
DNA–schädigendes Potenzial nachgewiesen werden. Dieser Effekt wurde zum einen damit 
begründet, dass die Pt-Partikel > 100 nm hauptsächlich aus Agglomeraten/Aggregaten be-
stehen, was in einer geringeren reaktiven Oberfläche resultiert, wodurch sich das 
DNA-schädigende Potenzial möglicherweise erst infolge längerer Inkubationszeiten aus-
wirkt. Zum anderen wurde spekuliert, dass die drei Pt-Präparationen aufgrund ihrer unter-
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schiedlichen Größe mithilfe verschiedener Mechanismen in die Zelle gelangen, die sich mög-
licherweise hinsichtlich der Aufnahmegeschwindigkeit unterscheiden. 
In diesem Zusammenhang konnte von Asharani et al. [2010] gezeigt werden, dass Pt-NP 
mit einer Größe von 5 – 8 nm hauptsächlich durch passive Mechanismen (Diffusion) auf-
genommen werden (U251- bzw. IMR-90-Zellen), wohingegen Zeller [2004] anhand von 
A549-Zellen zeigte, dass Pt-Partikel in einer Größenordnung von 0,2 – 1,6 µm durch Phago-
zytose internalisiert werden (siehe Tabelle 4.9). Dabei liegen NP, die durch Diffusions-
prozesse in die Zelle gelangen, direkt im Zytoplasma vor und können sofort mit Zellbestand-
teilen interagieren, wohingegen vesikuläre NP erst infolge eines Aufbrechens lysosomaler 
Strukturen freigesetzt werden müssen. Dies könnte zu einer zeitlichen Verzögerung der 
Ausprägung biologischer Effekte durch NP führen. In diesem Zusammenhang konnte in 
einer erst kürzlich veröffentlichten Studie von Horie et al. [2011] anhand von HaCaT-Zellen 
gezeigt werden, dass auch etwa 160 nm große Pt-Agglomerate aus 5 - 10 nm großen Primär-
partikeln in phagosomartigen Strukturen innerhalb der Zelle zu finden sind (siehe Tabelle 
4.9). In Übereinstimmung mit dieser Studie konnte im Zuge der vorliegenden Arbeit gezeigt 
werden, dass die Pt-Präparation mit den kleinsten NP (Pt-NP < 20 nm) innerhalb der Zelle 
ebenfalls in Form vesikulärer Strukturen vorzufinden ist, was auf eine Aufnahme durch 
endozytotische Mechanismen schließen lässt (siehe Abschnitt 4.2.2). Vor dem Hintergrund 
dieser Ergebnisse sowie angesichts der Untersuchungen von Zeller [2004] und Horie et al. 
[2011] ist davon auszugehen, dass alle in dieser Arbeit untersuchten 
Pt-Partikelpräparationen höchst wahrscheinlich nicht durch Diffusion, sondern durch Endo-
zytose aufgenommen werden. Dadurch erscheint der Aufnahmemechanismus als Argument 
für ein verzögertes Einsetzen des DNA-schädigenden Potenzials von Pt > 100 nm teilweise 
entkräftet. Jedoch wurde in dieser Arbeit weder die zelluläre Aufnahme für alle drei 
Pt-Präparationen noch der dahinter stehende Mechanismus im Detail untersucht, sodass 
weitere Studien notwendig sind, um diese Frage abschließend zu klären. 
In Zusammenhang mit dem strangbrechenden Potenzial der Pt-Partikel konnte des 
Weiteren gezeigt werden, dass die stärkste Ausprägung dieses Effektes für alle drei Partikel-
präparationen bei Konzentrationswerten von 1 ng/cm² (≙ 4,3 ng/ml bzw. 21,9 nM) vorlag. 
Eine weiter ansteigende Pt-Konzentration führte indes nicht zu einer weiteren Zunahme, 
sondern zu einer Abnahme der DNA-schädigenden Eigenschaften (siehe Abbildung 4.53). 
Diese Beobachtung wurde mit einer Zunahme der Agglomeration bei höheren Partikel-
konzentrationen und einer damit einhergehenden Abnahme der reaktiven Oberfläche be-
gründet [Pelka 2010]. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass die Strangbruchrate auch 
mit einer Verlängerung der Inkubationsdauer von 3 h auf 24 h zunahm. 
Untersuchungen zur Beeinflussung des Redoxstatus konnten in Übereinstimmung mit dem 
DNA-strangbrechenden Potenzial eine Reduktion des zellulären tGSH-Gehalts nachweisen. 
Dabei konnte analog zu den Beobachtungen des Comet-Assays eine Partikelgrößen- sowie 
Zeitabhängigkeit des Effekts beobachtet werden (siehe Abschnitt 4.2.3). In den meisten 
Studien kann eine Abnahme des GSH-Gehalts sowie eine Zunahme der DNA-Strangbrüche 
mit der Bildung von ROS begründet werden. Dabei wird die Bildung von ROS in den 
meisten Fällen als eine Art initialer Schritt angesehen, durch den NP ihre toxische Wirkung 
vermitteln (siehe 2.6 2.6.2 ff.) [Krug und Wick 2011, Unfried et al. 2007, Xia et al. 2006].  
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Im Zusammenhang mit den in dieser Arbeit untersuchten Pt-NP konnte jedoch in Vor-
arbeiten die Bildung von ROS nach 3-stündiger Inkubation ausgeschlossen werden. Diese 
Tatsache konnte durch Untersuchungen hinsichtlich des Ausbleibens einer Kerntrans-
lokation des redoxsensitiven Transkriptionsfaktors Nrf2 bestätigt werden [Pelka 2010]. 
Unterstützt werden diese Erkenntnisse durch weitere Studien, in denen Pt-NP in humanen 
Zellen (HaCaT/ A549) auch nach 24-stündiger Inkubation und mit Konzentrationen bis hin 
zu 17,4 µg/ml nicht zu einer Bildung von ROS führten [Horie et al. 2011]. Entgegen dem 
normalen Paradigma, dass NP ROS bilden, werden den Pt-NP sogar antioxidative Eigen-
schaften zugesprochen [Hikosaka et al. 2008, Kajita et al. 2007, Watanabe et al. 2009]. So 
konnten bspw. anhand einer Reduktion von H2O2 und O2
- die radikalfangenden Eigen-
schaften Pektin-stabilisierter Pt-NP einer Größe von 4,7 ± 1,5 nm nachgewiesen werden. Die 
Effizienz der Partikel hinsichtlich dieser Eigenschaft war mit derjenigen, der Enzyme Kata-
lase bzw. SOD vergleichbar [Kajita et al. 2007]. In diesem Zusammenhang wurde in einer 
Studie von Zhang et al. [2010] sogar die Verwendung von 2 nm großen Apoferritin-
inkorporierten Pt-NP zur Reduktion zellulären oxidativen Stresses vorgeschlagen. 
Diesbezüglich widersprüchliche Ergebnisse lieferte eine Studie von Asharani et al. [2010], in 
der in hohen Konzentrationen (80 - 160 µg/ml) die Bildung von ROS beobachtet werden 
konnte, wohingegen niedrige Konzentrationen zu einer Reduktion von ROS führten. Diese 
im Vergleich zu den anderen Studien und der vorliegenden Arbeit abweichenden Ergebnisse 
könnten zum einen an der Größe der eingesetzten Pt-NP (5 – 8 nm) liegen, oder aber durch 
den abweichenden Aufnahmeprozess (Diffusion) zustande kommen (siehe Tabelle 4.9).  
Vor diesem Hintergrund erscheint eine DNA-Schädigung durch ROS als unwahrscheinlich, 
weshalb das strangbrechende Potenzial der Pt-Präparationen (Pt < 20 nm, Pt < 100 nm, 
Pt > 100 nm) auf einem anderen Mechanismus basieren muss. In diesem Zusammenhang 
wäre theoretisch eine Störung der DNA-Integrität durch eine direkte Interaktion mit den 
Pt-NP denkbar. Da die Inkubationszeit mit 24 h jedoch unterhalb der mittleren Zellteilungs-
zeit von 40 – 60 h von HT29-Zellen liegt [DSMZ 2011], müssten die Pt-NP in den Kern trans-
lozieren, um in direkten Kontakt mit der DNA zu treten [Unfried et al. 2007]. Dabei erscheint 
eine Kerntranslokation der Pt-Präparationen < 100 nm und > 100 nm aufgrund einer für den 
Eintritt in den Kern vorliegenden Größenbeschränkung im Bereich von 50 – 70 nm als un-
wahrscheinlich [Chen und von Mikecz 2005, Unfried et al. 2007]. In Hinblick auf die 
Präparation mit den kleinsten Partikeln (Pt < 20 nm) konnte eine Kerntranslokation im Zuge 
der Untersuchung zur subzellulären Lokalisierung ausgeschlossen werden (siehe Abschnitt 
4.2.2). Diese Erkenntnis wird durch andere Studien bestätigt, in denen ebenfalls keine Kern-
translokation von Pt-NP beobachtet werden konnte (siehe Tabelle 4.9) [Asharani et al. 2010, 
Elder et al. 2007, Horie et al. 2011]. Darüber hinaus werden in der Literatur verschiedene 
andere Mechanismen beschrieben, die infolge einer Exposition mit NP zu einer Schädigung 
der DNA führen können. In diesem Zusammenhang wird unter anderem die Freisetzung 
von Zytokinen sowie eine Störung von Proteinen beschrieben, die an der Regulation des 
Zellteilungsprozesses oder der Aufrechterhaltung der Topologie der DNA beteiligt sind. Für 
eine weitere Erläuterung dieser Mechanismen wird auf Abschnitt 4.1.6.2 (S. 172) sowie auf 
verschiedene Übersichtsartikel verwiesen ([Karlsson 2010, Petersen und Nelson 2010, Singh 
et al. 2009]). 
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Im Zusammenhang mit der DNA-strangbrechenden Wirkung der Pt-NP wurde indes ein 
weiterer Mechanismus vorgeschlagen, der auf der Bildung löslicher Pt-Spezies beruht, die in 
weiterer Folge an die DNA binden und so zu den beobachteten Strangbrüchen führen 
könnten. Das DNA-strangbrechende Potenzial bestimmter löslicher Pt-Verbindungen ist 
weithin bekannt und beruht bspw. im Falle von Cisplatin auf der Ausbildung direkter Pt-
DNA-Addukte (siehe Abschnitt 2.9.5.2) [Voigt et al. 2006]. Darüber hinaus konnte die 
partielle Löslichkeit sowie die Freisetzung von Metallionen von an sich als unlöslich 
geltenden Verbindungen am Beispiel von NiO-NP nachgewiesen werden [Horie et al. 2009]. 
Hinsichtlich der Bildung löslicher Pt-Spezies existieren verschiedene Hypothesen, die eine 
partielle Löslichkeit von Pt sowohl intra- als auch extrazellulär beschreiben. Im Zusammen-
hang mit der extrazellulären Bildung löslicher Pt-Spezies konnten bereits frühere Studien 
von Artelt et al. [1999a] die Löslichkeit von auf Al2O3-Trägern aufgebrachten Pt-NP nach-
weisen. Eine erhöhte Löslichkeit von Pt konnte dabei vor allem in physiologischer Kochsalz-
lösung (0,9 % NaCl (w/v)) beobachtet werden. Dabei nahm die messbare Pt-Konzentration 
von 0,64 µM (0,4 %) in reinem Wasser auf 15,9 µM (10 %) in der NaCl-Lösung zu. Im Zuge 
dessen konnte auch eine inverse Korrelation zwischen Löslichkeit und Partikeldurchmesser 
verschieden großer Pt-NP (3 – 25 nm) nachgewiesen werden. In Übereinstimmung damit 
wiesen mikrostrukturierte Pt-Partikel (200 – 800 nm) mit 0,001 % (≙ 1,6 nM) eine ver-
nachlässigbare Löslichkeit auf. Die Autoren der Studie nahmen an, dass die Löslichkeit auf 
der hohen Cl--Konzentration beruht, die zu einer Absenkung des Oxidationspotenzials von 
Pt führt. Während in wässrigen Lösungen das Standardpotenzial zur Oxidation von Pt (siehe 
Gleichung (4.1)) gleichauf mit dem der Reduktion von O2 liegt (siehe Gleichung(4.2)), führt 
die Anwesenheit von Cl- zu einer deutlichen Absenkung des Oxidationspotenzials von Pt 
(siehe Gleichung (4.3)) und ermöglicht theoretisch die Bildung von Chloroplatinaten. Nach-
folgende Untersuchungen konnten im Zuge dieser Studie die Bildung verschiedener lös-
licher Pt-Spezies mit den Oxidationsstufen +II und +IV nachweisen [Artelt et al. 1999a]. 
                         (4.1) 
        
                      (4.2) 
      
                          (4.3) 
Da der Gehalt von Cl- in einer 0,9%igen NaCl-Lösung mit 145 mM nur geringfügig über der 
Konzentration der Cl--Ionen im verwendeten Zellkulturmedium (119 mM) liegt, ist eine 
Bildung löslicher Pt-Spezies auf Grundlage dieses oder eines vergleichbaren Mechanismus 
auch im Zuge der biologischen Untersuchungen der vorliegenden Arbeit vorstellbar. 
Darüber hinaus konnte eine erhöhte Löslichkeit verschiedener Platingruppenelemente, 
darunter Pt, auch infolge einer Inkubation von pulverisiertem Katalysatormaterial (≤ 74 µm) 
in verschiedenen simulierten physiologischen Flüssigkeiten nachgewiesen werden. Dabei 
gingen die Autoren der entsprechenden Studien von einer Bildung löslicher Platingruppen-
elementspezies aufgrund der Komplexierung der Metalle mit anorganischen Liganden aus 
[Colombo et al. 2008a, b]. 
Vor diesem Hintergrund wurden verschiedene Experimente durchgeführt, die die Bildung 
löslicher Pt-Spezies untersuchen sollten. Dafür wurden die Pt-Gehalte in Mediumüber-
ständen zum einen nach verschiedenen Inkubationszeiträumen (0 h, 3 h, 6 h, 24 h) zum 
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anderen nach unterschiedlich langen Zentrifugationsperioden (0 h, 1 h, 24 h) bei 100000g 
mittels ICP-MS ermittelt (siehe Abschnitt 4.2.5). Dabei zeigte sich, dass ohne Zentrifugations-
schritt ein beträchtlicher Anteil an Pt in der Größenordnung von (23 ± 3) µg/l 
(≙ (118 ± 15) nM) im Mediumüberstand gefunden werden konnte, der über eine 
Inkubationsdauer von 24 h hinweg konstant abnahm. Diese Abnahme spricht dafür, dass es 
sich bei dem nachgewiesen Pt hauptsächlich um suspendierte NP handelte, die im Laufe der 
Inkubationszeit sedimentierten. Der Vergleich zu den Untersuchungen zum intestinalen 
Transport (siehe Abschnitt 4.2.4) zeigt, dass die im apikalen Kompartiment gemessenen 
Pt-Gehalte sehr wahrscheinlich auf ungelöste Pt-NP zurückzuführen sind, die durch eine 
1-stündige Zentrifugation bei 20000g nicht vollständig abgetrennt werden konnten. Diese 
Annahme wurde durch eine 1-stündige Zentrifugation bei 100000g bestätigt, die eine deut-
liche Abnahme des Pt-Gehalts in den Mediumüberständen auf einen Bereich von 3 – 4 µg/l 
(≙ 15,3 – 20,5 nM) zur Folge hatte. Nach 24-stündiger Zentrifugation bei 100000g konnte 
nochmals eine Reduktion der Pt-Konzentration im Mediumüberstand verzeichnet werden, 
sodass diese nach 0 h Inkubationsdauer bei (0,9 ± 0,1) µg/l (≙ (4,6 ± 0,5) nM) lag. Entgegen 
den zuvor erwähnten Messungen konnte im Falle der 24-stündigen Zentrifugation jedoch ein 
zeitabhängiger Anstieg des Pt-Gehalts im Medium nachgewiesen werden, der sich nach 
6-stündiger Inkubation mit (1,5 ± 0,5) µg/l (≙ (7,6 ± 2,6) nM) signifikant von der nicht-
inkubierten Probe (0 h) unterschied. Dieser entgegen dem Zentrifugationsgradienten 
erfolgende Anstieg der Pt-Konzentration im Medium weist auf die partielle Löslichkeit der 
Pt-NP <20 nm unter Bildung löslicher Pt-Spezies hin. Da eine weitere Erhöhung der 
Inkubationsdauer keinen weiteren Anstieg des Pt-Gehalts zur Folge hat, wird nach 
6-stündiger Inkubation offenbar ein Löslichkeitsgleichgewicht erreicht. Zur Erfassung eines 
potenziellen Einflusses von Zellen auf die Löslichkeit der Pt-NP wurde dieselbe Versuchs-
reihe auch in Gegenwart von HT29-Zellen durchgeführt, wobei jedoch kein signifikanter 
Unterschied im Vergleich zu den zellfreien Ansätzen festgestellt werden konnte. Diese 
Untersuchungen zeigen eindeutig, dass die Pt-NP < 20 nm im Zellkulturmedium einer ge-
wissen Löslichkeit unterliegen. Die Löslichkeit der anderen Pt-Präparationen (Pt < 100 nm, 
Pt > 100 nm) wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht untersucht. Jedoch ist auf-
grund der Ergebnisse von Artelt et al. [1999a], die eine inverse Korrelation der Löslichkeit 
mit dem Partikeldurchmesser feststellen konnten, davon auszugehen, dass diese deutlich 
geringer ausfallen würde. 
Inwieweit die extrazellulär gebildeten Pt-Ionen schließlich zur Schädigung der DNA bei-
tragen, ist unklar, da keine Informationen vorliegen, ob und auf welche Weise diese die 
Zellmembran überwinden können. Jedoch zeigen Studien, die das toxikologische Profil von 
löslichem PtCl4 untersuchen, dass die Verbindung zur Bildung großer Mengen intra-
zellulärer ROS fähig ist [Horie et al. 2009, Schmid et al. 2007]. Diese Tatsache setzt eine 
zelluläre Aufnahme der Pt-Ionen aus dem umgebenden Medium voraus. Inwieweit dieser 
Mechanismus auch für die aus Pt-NP gebildeten Pt-Spezies für Bedeutung ist, konnte nicht 
abschließend geklärt werden und bedarf weiterer Untersuchungen. 
Dementgegen sehen andere Studien eine intrazelluläre Bildung löslicher Pt-Spezies als 
Ursache für das DNA-schädigende Potenzial von Pt-NP. So wurden die genotoxischen 
Effekte mikrostrukturierter Pt-Partikel (0,2 - 1,6 µm) in A549-Zellen in einer Studie von 
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Zeller [2004] ebenfalls auf die Bildung löslicher Pt-Spezies zurückgeführt (siehe Tabelle 4.9). 
Dabei konnte im Rahmen dieser Untersuchungen anhand von A549-Zellen eine 
konzentrationsabhängige Bildung von Pt-DNA-Addukten nachgewiesen werden. Weiter-
führende Studien hinsichtlich der DNA-Adduktbildung mit löslichen PtCl4 sowie mit den 
löslichen Pt-Spezies der Inkubationsüberstände zeigten, dass diese maßgeblich durch inter-
nalisierte Partikel und nicht durch die extrazellulär vorhandenen Pt-Ionen gebildet werden. 
Darüber hinaus konnte sowohl eine Ansammlung Pt-haltiger endozytotischer Vesikel in 
Kernnähe als auch eine Zunahme des Pt-Gehalts der Kernproteine nachgewiesen werden, 
was zu der Annahme führte, dass die im Verlauf des endosomalen Transports gebildeten 
löslichen Pt-Spezies in den Zellkern übergehen und dort an die DNA binden können [Zeller 
2004]. 
Vor dem Hintergrund dieser Studien wurde der Platinierungsgrad der DNA von 
HT29-Zellen infolge einer Exposition gegenüber Pt-NP < 20 nm ermittelt. Dabei wurden die 
Untersuchungen mit dieser Präparation durchgeführt, da diese NP die stärkste strang-
brechende Wirkung im Comet-Assay aufwiesen. Zur Ermittlung des DNA-assoziierten Pt 
wurde die DNA der Zellen nach 1-, 4- und 24-stündiger Inkubation extrahiert und die 
Pt-Konzentration mittels ICP-MS ermittelt. Dabei konnte eine zeit- und konzentrations-
abhängige Zunahme des DNA-assoziierten Pt-Levels beobachtet werden, wobei ein 
maximaler Platinierungsgrad der DNA mit einem Gehalt von 140 fmol/µg DNA bei einer 
Konzentration von 1000 ng/cm² (≙ 7,6 ng/ml bzw. 38,9 µM) nach 24-stündiger Inkubation 
verzeichnet werden konnte (siehe Abbildung 4.56). Der zunehmende Pt-Gehalt der DNA in-
folge einer Erhöhung der Inkubationskonzentration sowie -dauer deutet auf eine langsame 
Bildung löslicher Pt-Spezies hin, die möglicherweise kovalent an die DNA gebunden sind. In 
diesem Zusammenhang ist jedoch anzumerken, dass der Kurvenverlauf der DNA-
Platinierung nicht dem der DNA-Strangbruchrate entspricht (vergleiche Abbildung 4.53 mit 
Abbildung 4.56). Während sich im Fall der DNA-Strangbrüche eine maximale Ausprägung 
der Wirkstärke bei einer Konzentration von 1 ng/cm² zeigte und eine weitere Erhöhung der 
Partikelkonzentration wieder zu einer Abnahme der Strangbruchrate führte, wurde im Falle 
der DNA-Platinierung ein stetig mit der Inkubationskonzentration zunehmender Gehalt des 
DNA-assozierten Pt verzeichnet. Dieser Diskrepanz zwischen den Ergebnisse können 
mehrere Ursachen zugrunde liegen: Zum einen könnte eine Kontamination mit nicht ge-
lösten Pt-NP vorliegen, die trotz standardisierter Vorgehensweise durch eine Verschleppung 
nicht abgewaschener NP von der Zelloberfläche herrühren. Da im Zuge der DNA-
Platinierung jedoch auch ein Einfluss der Zeit auf den Platinierungsgrad der DNA nach-
gewiesen werden konnte, erscheint diese Möglichkeit unwahrscheinlich, da andernfalls von 
der Inkubationszeit unabhängig immer vergleichbare Pt-Gehalte vorgefunden werden 
müssten. Zum anderen könnte den Ergebnissen auch eine Verschleppung bereits inter-
nalisierter NP zugrunde liegen, was in Hinblick auf eine wahrscheinlich mit der 
Inkubationszeit ansteigende Aufnahme der Pt-NP plausibel erscheinen würde. Die gegen-
seitige Beeinflussung beider Parameter lässt die Bildung löslicher Pt-Spezies dennoch wahr-
scheinlich erscheinen [Pelka 2010]. 
Diese Ergebnisse der DNA-Platinierung stimmen mit denen der bereits zuvor erwähnten 
Studie von Zeller [2004] dahin gehend überein, dass im Zuge dieser ebenfalls eine Zunahme 
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der DNA-Adduktbildung bzw. der genotoxischen Wirkung mit abnehmendem Partikel-
durchmesser verzeichnet werden konnte. Darüber hinaus führte auch Asharani et al. [2010] 
das DNA-strangbrechende Potenzial 5 - 8 nm großer Pt-NP in U251 bzw. IMR-90-Zellen auf 
intrazelluläre lösliche Pt-Spezies zurück, die infolge einer endozytotischen Aufnahme ge-
bildet werden sollen. In diesem Zusammenhang wurde angenommen, dass endozytotische 
Vesikel, die mit Lysosomen zu sogenannten Endolysosomen fusionieren [Fawcett 1981], auf-
grund des darin vorherrschenden stark sauren Milieus die Freisetzung von Pt2+-Ionen aus 
der Oberfläche von Pt-NP ermöglichen. Die Freisetzung der so gebildeten löslichen 
Pt-Spezies könnte auf einem Mechanismus beruhen, wie es im Zusammenhang mit der Auf-
nahme nach dem „Trojanischen-Pferd-Prinzip“ (siehe Abschnitt 2.5.4) postuliert wird und 
unter anderem bereits für metallische bzw. für metalloxidische NP wie Ag-NP [Park et al. 
2010] oder ZnO [Brunner et al. 2006] beschrieben wurde. Dabei führen die auf diese Weise 
gebildeten Ionen zu einem erhöhten osmotischen Druck, wodurch es zu einem Bersten der 
Vesikel und einer Freisetzung der Ionen ins Zytosol kommt. Die auf diese Weise im Zytosol 
vorliegenden Ionen könnten wiederum, analog zu Cisplatin, zu einer Platinierung der DNA 
und zu den beobachteten DNA-Schäden führen. Dabei konnten die in der Studie von 
Asharani et al. [2010] verzeichneten DNA-Strangbrüche bereits ab einer Pt-Konzentration 
von 40 µg/ml beobachtet werden. Gleichzeitig konnte jedoch auch, ab einer Konzentration 
von 80 µg/ml, die Bildung von H2O2 sowie O2
- nachgewiesen werden (siehe Tabelle 4.9). 
Dies führte zum einen dazu, dass ein direkter Beitrag der ROS zum DNA-strangbrechenden 
Potenzial in Form einer oxidativen DNA-Schädigung nicht ausgeschlossen werden konnte. 
Zum anderen wurde darüber spekuliert, ob die ROS über eine Absenkung des elektro-
chemischen Oxidationspotenzials von Pt (siehe Gleichung (4.4)) zu einer erhöhten Löslich-
keit der Pt-NP und damit indirekt auch Einfluss auf das Ausmaß der Strangbruchrate haben. 
           
                        (4.4) 
Da, wie bereits zuvor dargelegt, die im Zuge der vorliegenden Arbeit untersuchten 
Pt-Präparationen nicht zu einer Bildung von ROS führen, erscheint ein Beitrag über einen 
solchen Mechanismus jedoch unwahrscheinlich. 
Im Zusammenhang mit der Untersuchung zur DNA-Adduktbildung konnte interessanter-
weise festgestellt werden, dass der Grad der DNA-Platinierung, der durch die Pt-NP < 20 nm 
in der höchsten applizierten Konzentration von 1000 ng/cm² (≙ 38.9 µM bzw. 7,6 µg/ml) er-
zielt wurde, deutlich ausgeprägter als der nach einer Behandlung mit einer 10 µM Lösung 
des etablierten Chemotherapeutikums Cisplatin war. Gleichzeitig konnte jedoch in voran-
gegangenen Untersuchungen gezeigt werden, dass die Pt-NP im Konzentrationsbereich bis 
1000 ng/cm² (≙ 3,4 µg/ml bzw. 17,4 µM) keine zytotoxischen bzw. wachstumshemmenden 
Eigenschaften aufweisen [Pelka 2010]. Dementgegen konnte anhand von HT29-Zellen eine 
zeit- und konzentrationsabhängige Wachstumshemmung für Cisplatin nachgewiesen 
werden, dessen IC50-Wert nach 72 h bei 25 µM liegt (siehe Abbildung 4.54). Dieser Wert liegt 
etwas höher als die in der Literatur angegebenen Werte, die in Abhängigkeit der ver-
schiedenen Zelllinien zwischen 0,1 – 7,7 µM schwanken [Johnson et al. 1997, Skehan et al. 
1990]. 
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Auf den ersten Blick erscheint die durch die Pt-NP < 20 nm verursachte hohe Platinierungs-
rate der DNA bei gleichzeitiger Abwesenheit zytotoxischer Eigenschaften widersprüchlich. 
Jedoch muss eine hohe DNA-Platinierung sowie eine Zunahme der Strangbruchrate nicht 
zwingend in Zusammenhang mit einer erhöhten Zytotoxizität oder auch Apoptose stehen. 
Die Zytotoxizität einer Verbindung ist dabei stark von 
der Art der gebildeten DNA-Addukte abhängig. Diese 
Tatsache wurde vor allem im Zusammenhang mit den 
beiden Stereoisomeren Cis- und Transplatin (siehe 
Abbildung 4.61) eingehend untersucht. So zeigten 
Untersuchungen zum Wirkmechanismus von Cis-
platin, dass dieses bevorzugt an die äußeren N-Atome 
der Purinbasen Adenin und Guanin bindet, wobei 
hauptsächlich 1,2-d(GdG) sowie 1,2-d(ApG) Querverknüpfungen zwischen benachbarten 
Basen ausgebildet werden. Diese DNA-Addukte, die von den DNA-Reparaturmechanismen 
nur mit äußerst geringer Effizienz repariert werden, führen zu einer Verzerrung des DNA-
Strangs, was letztlich die mutagenen und zytotoxischen Eigenschaften der Verbindung be-
gründet [Jordan und Carmo-Fonseca 2000, Ott und Gust 2006, Voigt et al. 2006]. Zwar 
werden auch durch Transplatin DNA-Addukte gebildet, jedoch wird die unterschiedliche 
Antitumoraktivität dem Unvermögen zugeschrieben, 1,2-d(GdG) oder 1,2-d(ApG) Querver-
knüpfungen zu bilden [Peleg-Shulman et al. 2002]. Des Weiteren scheinen die von Trans-
platin gebildeten DNA-Addukte mit deutlich höherer Effizienz erkannt und daher auch mit 
größerer Effizienz repariert zu werden [Ciccarelli et al. 1985, Zamble und Lippard 1995]. Dies 
zeigt, dass das Ausbleiben zytotoxischer Effekte der Pt-NP < 20 nm trotz hoher 
Platinierungsraten eventuell auf die Art der gebildeten Pt-Spezies bzw. DNA-Addukte 
zurückzuführen ist, die sich hinsichtlich ihrer Stabilität, Kinetik sowie ihrer möglichen 
Reparatur deutlich von Cisplatin unterscheiden können.  
Zur weiteren Aufklärung der Wechselwirkung zwischen den Pt-NP und der DNA der 
HT29-Zellen wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit weitergehende Untersuchungen 
durchgeführt, die die Art der DNA-Läsionen spezifizieren sollten. Hierzu wurden die 
Strangbrüche hinsichtlich des Anteils möglicher DSB untersucht. Dazu wurde der 
Phosphorylierungsstatus des Histons H2AX ermittelt, der als zuverlässiger Marker für die 
Induktion von DSB gilt (siehe Abschnitt 2.8.2) [Mah et al. 2010]. Die in Abschnitt 4.2.6.2 dar-
gestellten Ergebnisse zeigen jedoch, dass weder nach 3- noch nach 12- bzw. 24-stündiger 
Inkubationsdauer eine erhöhte Phosphorylierung von H2AX vorliegt. Dies lässt darauf 
schließen, dass die im Comet-Assay nachgewiesenen Strangbrüche keine DSB darstellen. Da 
in Zusammenhang mit der genotoxischen Wirkung von Cisplatin auch DSB nachgewiesen 
werden konnten [Cepeda et al. 2007, Voigt et al. 2006], deutet dieses Ergebnis darauf hin, dass 
dem strangbrechenden Potenzial der Pt-NP ein anderer Mechanismus zugrunde liegt. Wie 
bereits zuvor erwähnt, spielt die Art der gebildeten Pt-Spezies bei der Ausprägung des 
mutagenen und zytotoxischen Potenzials einer Verbindung eine entscheidende Rolle. Dabei 
scheint das Ausbleiben von DSB auch die Hypothese hinsichtlich der Bildung von Pt-Spezies 
zu unterstützen, die einerseits zwar DNA-Addukte bilden, die wiederum zu SSB führen, 
Cisplatin Transplatin
Abbildung 4.61: Strukturformel der beiden 
Stereoisomere Cis- und Transplatin 
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andererseits im Unterschied zu Cisplatin jedoch keine Querverknüpfungen zwischen Purin-
basen und damit möglicherweise DSB bilden können. 
Tabelle 4.9: Auflistung ausgewählter Studien zur Toxizität von Pt-Nanopartikeln. 
PPD 
 
HDD 
[nm] 
SOF 
[m²/g] 
Zelllinie 
Konz.-
bereich 
Effekt Zeitraum FKS Studie 
5 – 8 nm k. A. k. A. 
IMR-90 
U251 
20 –
 160 µg/ml 
Diffusion + 
endozytotische Aufnahme 
Viabilität  
ROS  (ab 80 µg/ml) 
alk. CA  (ab 40 µg/ml) 
Mikrokerne () 
p-p53  p21  
 
 
24 – 72 h 
2 h 
48 h 
48 h 
? 
10 % 
[Asharani 
et al. 2010, 
Jin et al. 
2007] 
35 nm 
(flowers) 
20 nm 
(multipods) 
421 / 275 nm 
(Puffer) 
67 / 92 nm 
FKS Medium 
27,02 
2,4 
A549 
HUVEC 
25 –
 250 µg/ml 
endozytotische Aufnahme 
DCF zellfrei () 
Intrazellulärer ox. Stress – 
LDH – 
in vitro Aufnahme flowers > 
multipods 
24 h 1 % 
[Elder et 
al. 2007] 
5 – 10 nm 
sphärisch 
163 nm k. A. 
A549 
HaCaT 
3,48 –
 17,4 µg/ml 
endozytotische Aufnahme 
DCF – 
LPO – 
MTT – 
6 h 
12 h 
24 h 
10 % 
[Horie et 
al. 2011] 
200 – 1600 nm k. A. k. A. A549 
0,5 –
 5 µg/cm² 
2,9 –
 29 µg/ml 
endozytotische Aufnahme 
Zytotoxizität – 
DNA-Addukte  
24 h 10 % 
[Zeller 
2004] 
Pt 200 –
 800 nm 
Pt-Al2O3 
> 5 µm 
(3 -25 nm) 
k. A. k. A 
in vivo 
Ratten 
 
partielle Löslichkeit Pt 
1,6 nM in 0,9 % NaCl 
partielle Löslichkeit Pt-Al2O3 
0,64 µM in H2O 
15,9 µM in 0,9 % NaCl 
 - 
[Artelt et 
al. 1999a] 
alk. CA = alkalischer Comet-Assay; DCF = Dichlorofluorescein-Assay; FKS = fötales Kälberserum; HDD = hydrodynamischer 
Durchmesser; k. A. = keine Angabe; LDH = Laktatdehydrogenase-Assay; LPO = Lipidperoxidation; PPD = Primärpartikel-
durchmesser; SOF = spezifische Oberfläche (in der Regel bestimmt mittels BET-Verfahren); () = geringe Zunahme;  = signi-
fikante Zunahme; () = geringe Abnahme;  = signifikante Abnahme 
In diesem Zusammenhang würde eine genauere Aufklärung der Art und Stabilität der vor-
liegenden DNA-Addukte Aufschluss hinsichtlich des zugrunde liegenden Mechanismus 
sowie möglicherweise auch über das Ausbleiben der Zytotoxizität von Pt-NP liefern. Des 
Weiteren könnten diese Untersuchungen auch Aufschluss über die Ursache des unterschied-
lichen Kurvenverlaufs der DNA-Strangbruchrate und der DNA-Platinierung geben, oder 
aber Hinweise auf eine mögliche Verschleppung von Pt-NP bei den Bestimmungen liefern. 
In diesem Zusammenhang könnte das 32P-Postlabeling eine Möglichkeit darstellen, bei dem 
nach enzymatischer Hydrolyse der DNA, Adduktanreicherung sowie elektrophoretischer 
bzw. chromatsicher Auftrennung ein DNA-Addukt unter 109 Nukleotiden erfasst werden 
kann [Phillips und Arlt 2007]. 
Zusammenfassend zeigt sich, dass das Ausmaß des strangbrechenden Potenzials der Pt-NP 
in HT29-Zellen sowohl mit der Inkubationsdauer als auch invers mit dem Partikeldurch-
messer korreliert. Dabei konnte nachgewiesen werden, dass dies nicht auf die Bildung von 
ROS zurückzuführen ist. Hinsichtlich der Art der durch Pt-NP verursachten DNA-
Strangbrüche in HT29-Zellen konnte gezeigt werden, dass DSB keinen signifikanten Anteil 
daran haben. Des Weiteren konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Pt-NP 
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einer partiellen Löslichkeit im verwendeten Zellkulturmedium unterliegen. Auch konnte 
eine konzentrations- sowie zeitabhängige Zunahme des Platinierungsgrades der DNA von 
HT29-Zellen festgestellt werden. Inwieweit die extrazellulär gebildeten löslichen Pt-Spezies 
auch tatsächlich zu der beobachten Pt-DNA-Adduktbildung führen, oder ob diese durch 
internalisierte Pt-NP zustande kommen, konnte nicht abschließend geklärt werden und be-
darf weiterer Untersuchungen. 
4.2.7 Zusammenfassung der biologischen Wirkungen der Platin-Nanopartikel 
Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Pt-NP wurden in Zusammenarbeit mit ver-
schiedenen Arbeitsgruppen des Karlsruher Instituts für Technologie (KIT) mithilfe des 
SFRD-Verfahrens (supercritical fluid reactive deposition) synthetisiert. Durch Variation der 
Synthesebedingungen wurden dabei drei verschiedene Pt-Partikelpräparationen hergestellt, 
die sich hinsichtlich ihrer Partikelgrößenverteilung (PSD) deutlich voneinander unter-
schieden. Die verschiedenen Pt-Präparationen wurden in Anlehnung an den mittleren 
Partikeldurchmesser mit den Bezeichnungen Pt-NP < 20 nm, Pt-NP < 100 nm und 
Pt-NP > 100 nm versehen und wurden bereits im Rahmen der Dissertation von Joanna Pelka 
[2010] teilweise hinsichtlich ihrer biologischen Wirkungen in HT29-Zellen untersucht. 
Den biologischen Untersuchungen wurde eine eingehende Charakterisierung der 
Präparationen vorangestellt. In diesem Zusammenhang konnte durch Bildanalyse und 
statistische Auswertung elektronenmikroskopischer Aufnahmen exemplarisch anhand von 
Pt-NP < 20 nm die PSD nach Inkubation in 10 % FKS-haltigem Zellkulturmedium ermittelt 
werden. Dabei konnte nachgewiesen werden, dass ein Großteil der Partikel auch nach 
24-stündiger Inkubation nur äußerst geringen Agglomerationsprozessen unterworfen war 
und die Mehrzahl einen Durchmesser von < 20 nm aufweist (siehe Abschnitt 4.2.1.1). Da eine 
Bestimmung der PSD durch elektronenmikroskopische Methoden vergleichsweise auf-
wendig ist, wurden in der vorliegenden Arbeit andere Methoden bezüglich ihrer Eignung 
getestet, die PSD der Pt-NP zu ermitteln. In diesem Zusammenhang erwiesen sich Unter-
suchungen mittels dynamischer Lichtstreuung (DLS) als ungeeignet, die PSD in flüssigen 
Medium zu bestimmen. Dementgegen konnte mithilfe der Kleinwinkel-Röntgenstreuung 
(SAXS) die Partikelgröße bis hin zu einer Konzentration von 1 µg/cm² (≙ 4,3 µg/ml bzw. 
21,9 µM) auch in 10 % FKS-haltigem Medium bestimmt werden. Die Partikelgröße der 
Pt-NP < 20 nm wurde dabei auf (12 ± 3) nm bestimmt, wodurch zum einen das mithilfe der 
Bildanalyse ermittelte Ergebnis bestätigt, zum anderen eine alternative Methode zur Be-
stimmung der PSD in proteinhaltigen flüssigen Medien gefunden wurde. Untersuchungen 
zur Stabilität wässriger Suspensionen der untersuchten Pt-NP zeigten, dass die ζ-Potenziale 
aller Präparationen (Pt < 20 nm, Pt < 100 nm, Pt > 100 nm) bei einem pH-Wert von 7 in einer 
Größenordnung von -30 mV lagen, wodurch einer sofortigen Reagglomeration vorgebeugt 
wurde (siehe Abschnitt 4.2.1.2 bzw. Tabelle 4.8). 
In vorangegangenen Untersuchungen konnte bereits mittels der FIB/SEM-Technik sowie 
durch elementspezifische Röntgenanalyse (EDXS) ein Nachweis hinsichtlich der Aufnahme 
von Pt-NP < 20 nm durch HT29-Zellen erbracht werden. Ausgehend davon wurden in der 
vorliegenden Arbeit exemplarisch Untersuchungen zur subzellulären Lokalisation anhand 
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der Pt-NP < 20 nm durchgeführt. In diesem Zusammenhang konnte mithilfe von raster-
transmissionselektronischen Aufnahmen (STEM) demonstriert werden, dass weder eine 
Interaktion der NP mit den Mitochondrien vorliegt, noch eine Translokation in den Zellkern 
erfolgt. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass die internalisierten NP sowohl in 
Agglomeraten als auch in Form von Primärpartikeln auftreten und nicht frei im Zytosol, 
sondern in membranumschlossenen Vesikeln vorliegen. Diese Vesikel, die wahrscheinlich 
sekundäre Lysosomen darstellen, deuten auf einen endozytotischen Aufnahmemechanismus 
hin (siehe Abschnitt 4.2.2). 
Im Zusammenhang mit der Untersuchung zur Translokation der Pt-NP < 20 nm über einen 
intakten Caco-2-Monolayer hinweg konnte mittels ICP-MS auch nach 24-stündiger 
Inkubationsdauer keine Zunahme des Pt-Gehalts auf basolateraler Seite verzeichnet werden. 
Dies weist darauf hin, dass selbst die Pt-NP mit dem geringsten Durchmesser ein stark ver-
einfachtes Modell einer intestinalen Barriere nicht zu überwinden vermögen. Dementgegen 
konnte jedoch ein konzentrationsabhängiger Anstieg des Pt-Gehalts im Mediumüberstand 
des apikalen Kompartiments verzeichnet werden, was aufgrund eines zuvor durchgeführten 
Zentrifugationsschrittes auf die Bildung löslicher Pt-Spezies hinweist (siehe Abschnitt 4.2.4). 
Die Bildung löslicher Pt-Spezies wurde in zusätzlichen Zentrifugationsexperimenten 
weitergehend untersucht. Im Zuge dessen konnten für Proben, die keinem Zentrifugations-
schritt unterzogen wurden, ein Pt-Gehalt in der Größenordnung von (23 ± 3 )µg/l 
(≙ 118 ± 15) nM) nachgewiesen werden, was in etwa auch dem jeweiligen Gehalt des 
Mediumüberstands des apikalen Kompartiments in den zuvor erwähnten Untersuchungen 
zum intestinalen Transport entsprach. Daraus folgt, dass die in diesem Zusammenhang ge-
messenen Pt-Konzentrationen nicht ausschließlich auf lösliche Pt-Spezies zurückgeführt 
werden können, sondern vermutlich von nicht abgetrennten ungelösten Pt-NP herrühren. Im 
Vergleich dazu konnte infolge einer 24-stündigen Zentrifugation bei 100000g eine signi-
fikante Absenkung der messbaren Pt-Konzentration im Mediumüberstand erreicht werden. 
Die ermittelten Gehalte lagen im Bereich von 0,75 – 1,7 µg/l (≙ 4 - 8,5 nM). Mit Zunahme der 
vorangegangenen Inkubationszeit konnte jedoch ein Anstieg des messbaren Pt-Gehalts im 
Mediumüberstand nachgewiesen werden. In Anbetracht der Tatsache, dass der Anstieg der 
Pt-Konzentration entgegen den Zentrifugationsgradienten erfolgt und mit der Inkubations-
zeit zunimmt, weisen die Ergebnisse indirekt auf eine partielle Löslichkeit der Pt-NP in 10 % 
FKS-haltigem Zellkulturmedium hin (siehe Abschnitt 4.2.5). 
In Übereinstimmung mit den Ergebnissen zur Bildung löslicher Pt-Spezies konnte eine 
konzentrationsabhängige Zunahme des Pt-Gehalts der DNA von HT29-Zellen festgestellt 
werden. Darüber hinaus war auch eine Zeitabhängigkeit der DNA-Platinierung zu be-
obachten, die im Zuge einer 24-stündigen Inkubation mit 1000 ng/cm² (≙ 7,6 µg/ml bzw. 
38,9 µM) mit 139 fmol Pt/µg DNA einen Maximalwert erreichte. Die Zunahme des 
DNA-assozierten Pt sowie die Hinweise auf die Bildung löslicher Platinspezies deuten 
darauf hin, dass die in vorangegangenen Arbeiten nachgewiesenen DNA-strangbrechenden 
Eigenschaften auf eine DNA-Adduktbildung löslicher Pt-Spezies und nicht auf die Bildung 
reaktiver Sauerstoffspezies zurückgeführt werden können. Des Weiteren konnte im Zuge der 
Spezifizierung der DNA-Läsionen nachgewiesen werden, dass das DNA-schädigende 
4 Ergebnisse und Diskussion 
221 
 
Potenzial der Pt-Präparationen nicht auf der Ausbildung von Doppelstrangbrüchen beruht 
(siehe Abschnitt 4.2.6). 
Zusammenfassend betrachtet zeigt sich, dass die Pt-NP < 20 nm durch HT29-Zellen auf-
genommen werden, jedoch aufgrund einer nicht stattfindenden Kerntranslokation keine 
direkte Wechselwirkung mit der DNA eingehen. Das DNA-strangbrechende Potenzial kann 
vermutlich auf eine erhöhte Pt-DNA-Adduktbildung infolge einer zunehmenden partiellen 
Löslichkeit metallischer Pt-NP im Zellkulturmedium zurückgeführt werden. Das Ausbleiben 
von Doppelstrangbrüchen unterscheidet die Wirkung der Pt-NP von derjenigen etablierter 
platinbasierter Zytostatika und bietet einen Erklärungsansatz für das Ausbleiben zyto-
toxischer Eigenschaften. Eine eingehende Untersuchung der potenziellen Adduktbildung 
sowie der Art der gebildeten löslichen Pt-Spezies sind zur weiteren Charakterisierung der 
postulierten Wechselwirkung notwendig. 
Abschließend sind in Tabelle 4.10 die Ergebnisse der Untersuchungen zu den biologischen 
Auswirkungen der Pt-NP in HT29-Zellen zusammengefasst. 
Tabelle 4.10: Tabellarische Zusammenfassung der Ergebnisse zur Untersuchung der biologischen Wirkung von Pt-NP in der 
humanen Kolonkarzinomzelllinie HT29. 
 Methode/ Parameter 
Proliferations-
status 
Serum-
konzentration 
Inkubations-
zeit 
Pt < 20 nm 
Z
el
lu
lä
re
 
A
u
fn
ah
m
e STEM/ 
zytosolisch NP 
proliferativ 10 % 24 h - 
STEM/ 
vesikuläre NP 
proliferativ 10 % 24 h + 
In
te
st
in
al
er
 
T
ra
n
sp
o
rt
 
Transwell-System/ 
Caco-2-Monolayer 
konfluent 10 % 24 h - 
B
il
d
u
n
g
 l
ö
sl
ic
h
er
 
P
t-
S
p
ez
ie
s 
Zentrifugation (0 h) / ICP-MS 
Pt im Mediumüberstand 
proliferativ 10 % 1 - 24 h  
Zentrifugation (24 h) mit 
100000g / ICP-MS 
Pt im Mediumüberstand 
proliferativ 10 % 1 – 24 h  
D
N
A
-
P
la
ti
n
ie
ru
n
g
  
ICP-MS 
DNA-assoziertes Pt 
proliferativ 10 % 
1 h () 
4 h () 
24 h () 
G
en
o
to
xi
zi
tä
t 
Western Blot 
γ-H2AX 
proliferativ 10 % 
3 h - 
12 h - 
24 h - 
STEM = Rastertransmissionselektronenmikroskopie (scanning transmission electron microscopy); () = tendenzielle Zunahme;  = 
signifikante Zunahme;  = signifikante Abnahme; - = kein Effekt nachgewiesen ; + = Effekt nachgewiesen. 
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5 Fazit 
Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit stand die toxikologische Bewertung von nano-
strukturiertem Silica (SiO2-NP) sowie mehrerer Präparationen verschiedener Platin-
Nanopartikel (Pt-NP). Anhand der humanen Kolonkarzinomzelllinie HT29 konnte sowohl 
infolge einer Inkubation mit SiO2-NP als auch nach Exposition gegenüber Pt-NP eine Beein-
flussung verschiedener zellulärer Parameter nachgewiesen werden.  
Ein Vergleich der biologischen Effekte beider Nanomaterialien lässt sowohl Gemeinsam-
keiten als auch deutliche Unterschiede erkennen. In beiden Fällen konnte eine Aufnahme der 
NP durch HT29-Zellen mithilfe endozytotischer Aufnahmemechanismen nachgewiesen 
werden, wobei jedoch keine sichtbare Beeinträchtigung subzellulärer Strukturen stattfand. In 
Übereinstimmung mit dem toxikologischen Profil der Pt-NP konnten die für SiO2-NP nach-
gewiesenen Effekte ebenfalls nicht auf die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) 
zurückgeführt werden, was als eine Art Paradigma hinsichtlich einer NP-vermittelten 
Toxizität angesehen wird. Des Weiteren konnte durch Einbeziehung verschiedener Partikel-
präparationen unterschiedlichen Durchmessers sowohl im Falle der Pt-NP als auch der 
SiO2-NP ein Einfluss dieses Partikelparameters auf die biologische Wirkung gezeigt werden. 
Dementgegen konnten klare Unterschiede bezüglich des genotoxischen Potenzials der 
Nanomaterialien festgestellt werden. Während die SiO2-NP keinen negativen Einfluss auf 
die Integrität der DNA erkennen ließen, wiesen die Pt-NP ein klar strangbrechendes 
Potenzial auf, das invers zum Partikeldurchmesser korrelierte. Dabei zeigten die Unter-
suchungen, dass der zugrunde liegende Mechanismus vermutlich auf einer Pt-DNA-
Adduktbildung, ähnlich dem Wirkmechanismus platinbasierter Zytostatika, beruht. Im Falle 
der SiO2-NP konnte mit dem Anstieg des tGSH-Gehalts und der γ-GCL eine Beeinflussung 
des Redoxstatus festgestellt werden, die vermutlich auf der Aktivierung und Querver-
knüpfung verschiedener zellulärer Signalwege beruht. Im Zuge dieser Arbeit konnten somit 
neue Erkenntnisse bezüglich der den biologischen Auswirkungen der NP zugrunde 
liegenden Mechanismen gewonnen werden. 
Bezüglich der Relevanz der gewonnenen Erkenntnisse ist jedoch vor allem im Zusammen-
hang mit den Ergebnissen der SiO2-NP anzumerken, dass ein Teil der nachgewiesenen 
Effekte lediglich infolge einer Inkubation mit hoch dosierten Konzentrationen beobachtet 
werden konnte, die möglicherweise nicht einem realistischen Expositionsszenario ent-
sprechen. Vor diesem Hintergrund könnte argumentiert werden, dass die Gefahr adverser 
Gesundheitseffekte nicht gegeben ist. In Anbetracht der Tatsache, dass bezüglich genauer 
Expositionslevel sowie hinsichtlich des Verhaltens nanostrukturierter Materie im Gastro-
intestinaltrakt große Wissenslücken bestehen, können adverse Effekte jedoch nicht voll-
ständig ausgeschlossen werden. 
Diesbezüglich soll im Folgenden eine grobe Abschätzung der Exposition des Menschen und 
dem sich daraus ergebenden Gesundheitsrisiko durchgeführt werden. Dabei wird ein 
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worst-case-Szenario angenommen, bei dem nicht von Durchschnittswerten, sondern von 
einer Maximalbelastung durch die Partikel ausgegangen wird. 
Bezüglich der Aufnahme von Silica-Partikeln wurde von einer im Jahr 2004 veröffentlichten 
britischen Studie [Lomer et al. 2004], die den Zusammenhang von entzündlichen Darm-
erkrankungen wie Morbus Crohn und partikulierter Materie untersuchte, eine Abschätzung 
der täglichen Aufnahme von mikro- und nanostrukturierten Partikeln durchgeführt. Die der 
Abschätzung zugrunde liegenden Aufnahmedaten wurden sowohl anhand von Hersteller-
angaben als auch mithilfe der UK Nutrient Databank ermittelt. Dabei konnte eine tägliche 
Aufnahmemenge gemischter Silica-Partikel aus verschiedenen Quellen, darunter Lebens-
mittel (Salz, Kaugummi, Zucker, Trinkpulver sowie Snacks aus Kartoffel- und Maisstärke), 
Nahrungsergänzungsmittel (Fe und Folsäure), Pharmaka (Tabletten) und Hygieneprodukte 
(Zahnpasta), identifiziert werden. Die in diesem Zusammenhang ermittelte tägliche Auf-
nahme wurde auf 35 mg (Median) bzw. 254 mg (Maximum) pro Person beziffert [Lomer et al. 
2004]. Unter der Annahme, dass die Maximalmenge aufgenommen wird und alle Partikel als 
NP vorliegen, kann eine Belastung des Dünndarms (180 m² - 200 m² Oberfläche) von 
maximal 0,141 – 0,127 µg/cm² errechnet werden; diese Menge liegt damit deutlich unter den 
in der vorliegenden Arbeit eingesetzten SiO2-Gehalten von bis zu 500 µg/cm². In diesem Zu-
sammenhang ist jedoch festzuhalten, dass dieser Extrapolation die Annahme einer gleich-
mäßigen Verteilung der Partikel im Dünndarm zugrunde liegt, die eine Anreicherung, die 
möglicherweise zu lokal höheren Partikelkonzentrationen führt, nicht berücksichtigt. Des 
Weiteren können, ausgehend von den zuvor genannten maximalen Aufnahmemengen 
(254 mg/d/Person), in den anderen Abschnitten des GIT deutlich höhere Konzentrationen er-
reicht werden. So zeigt die Modellrechnung, dass im Magen eine Maximalkonzentration von 
bis zu 400 µg/cm² erreicht werden kann, wenn den Berechnungen die Oberfläche einer Kugel 
mit einem Volumen von 1,5 l zugrunde gelegt wird. Analog dazu lässt sich eine maximale 
Belastung des Kolons von etwa 90 µg/cm² errechnen, wobei im Zuge der Berechnung von 
der Oberfläche eines 1,5 m langen Zylinders mit einem Durchmesser von 6 cm ausgegangen 
wird.  
Im Zusammenhang mit der Aufnahme von Pt wurde in einer australischen Studie 
[Vaughan und Florence 1992], die die Pt-Gehalte in Blut und Urin von Testpersonen sowie 
die Pt-Kontamination verschiedener Lebensmittel (Leber, Milch) untersuchte, eine durch-
schnittliche tägliche Aufnahme von 1,44 µg/Person abgeschätzt. Dabei wurde die auf-
genommene Pt-Menge bei Männern auf 1,73 µg/d/Person beziffert und lag damit etwa 50 % 
über der bei Frauen mit 1,15 µg/d/Person. Auf Grundlage dieser Werte kann, analog zu den 
Berechnungen zur Silica-Aufnahme, eine Belastung der verschiedenen GIT-Abschnitte mit Pt 
extrapoliert werden. Dabei zeigt sich, dass ein maximaler Gehalt von 1,75 µg/Person einer 
Belastung des Dünndarms von 0,000865 – 0,000961 ng/cm² entsprechen würde, was mit dem 
Pt-Gehalt der in der vorliegenden Arbeit kleinsten eingesetzten Konzentrationsstufen von 
0,0001 ng/cm² vergleichbar ist. Darüber hinaus zeigen die Berechnungen, dass unter den-
selben Voraussetzungen wie zuvor eine maximale Belastung von ca. 0,6 ng/cm² im Kolon 
und ca. 2,7 ng/cm² im Magen vorliegen würde, was in etwa dem Konzentrationsbereich ent-
spricht, in dem für die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Pt-NP die stärkste DNA-
strangbrechende und GSH-depletierende Wirkung nachgewiesen werden konnte.  
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Hinsichtlich der durchgeführten Berechnungen muss jedoch berücksichtigt werden, dass 
mangels genauerer Daten nicht mehr als eine äußerst grobe Abschätzung vorgenommen 
werden kann. Des Weiteren setzen sich die in den Studien aufgeführten Partikel-
konzentrationen aus teils uneinheitlichen Materialien und Quellen zusammen und bestehen 
anders als die Partikel in der vorliegenden Arbeit aus einer vergleichsweise inhomogenen 
Population. Des Weiteren zeigt sich, dass, obwohl die abgeschätzten Konzentrationsmengen 
im Dünndarm meist deutlich geringer als die in der vorliegenden Arbeit untersuchten 
Konzentrationsstufen ausfallen, andere Abschnitte des GIT durchaus höheren 
Konzentrationen ausgesetzt sein können, die sich mit dem untersuchten Konzentrations-
bereich überschneiden.  
Zusätzlich dazu wird verschiedenen Studien zufolge künftig ein weiterhin ansteigender 
Gehalt an NP in Lebensmitteln, Konsumgütern sowie im medizinischen Bereich erwartet 
[Chaudhry et al. 2008, Dekkers et al. 2011]. Diese Entwicklung geht jedoch einher mit 
fehlenden Informationen hinsichtlich der Partikelmengen, die tatsächlich in den ver-
schiedenen Bereichen des Gastrointestinaltrakts ankommen. Darüber hinaus sind zum 
gegenwärtigen Zeitpunkt keine Angaben über den Einfluss von Verdauungsenzymen sowie 
des Magenmilieus verfügbar. Diese könnten jedoch zu einer Beeinflussung der Oberflächen-
chemie sowie der Löslichkeit der Partikel führen. Des Weiteren sind Interaktionen mit der 
Mikroflora des Darms nicht auszuschließen und bisher nur äußerst sporadisch untersucht 
worden. In einer Studie von Ashwood et al. [2007] konnte jedoch nachgewiesen werden, dass 
Interaktionen dieser Art das toxische Potenzial von Partikeln verstärken können. Nicht zu-
letzt fehlen Daten zur chronischen Toxizität der NP, die hinsichtlich einer Bewertung von 
Langzeiteffekten und besonders vor dem Hintergrund einer zunehmenden Belastung mit NP 
dringend notwendig sind. 
Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass die in der vorliegenden Arbeit untersuchten 
Nanopartikel, die als Beispiel für den gezielten lebensmitteltechnologischen Einsatz 
(SiO2-NP) von NP bzw. als Modell für eine nanopartikulierte Kontamination (Pt-NP) von 
Lebensmitteln stehen, biologische Effekte in Kolonkarzinomzellen (HT29) hervorrufen 
können. Dabei konnten im Fall der SiO2-NP sowohl zytotoxische und GSH-Status-
modulierende Eigenschaften als auch die Beeinflussung von zellulären Signalkaskaden 
nachgewiesen werden, wohingegen die Pt-NP vor allem DNA-schädigende Eigenschaften 
aufwiesen. In diesem Zusammenhang liefern die gewonnenen Erkenntnisse neue Einblicke 
hinsichtlich des biologischen Verhaltens der untersuchten Nanomaterialien und leisten 
daher einen entscheidenden Beitrag zur Charakterisierung des toxikologischen Profils der 
untersuchten Nanomaterialien sowie zur Bewertung des Gesundheitsrisikos oral auf-
genommener NP. Aufgrund fehlender Informationen bezüglich angemessener Expositions-
konzentrationen sowie hinsichtlich des Verhaltens im Gastrointestinaltrakt ist eine ab-
schließende Bewertung des Risikos zurzeit nicht möglich, weshalb weitere Untersuchungen 
notwendig sind. 
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6 Material und Methoden 
Im folgenden Abschnitt werden die für die Messungen verwendeten Geräte und Ver-
brauchsmittel aufgelistet, sowie die angewandten Methoden beschrieben. 
6.1 Materialverzeichnis 
Verbrauchsmaterialien: Hersteller: 
1,5 mm Whatmanpapiere Whatman und Schleicher & Schuell, Dassel, D 
24-Lochplatte, steril Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, D 
6er Transwellplatte mit 24 mm Inserts, 
Polycarbonat Membran, Porengröße 0,4 µm; 
Produktnummer: 3412 
Costar®, Corning, N. Y., USA 
96-Lochplatte, steril Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, D 
96-Lochplatte, steril, schwarz 
Produktnummer: 3603 
Costar®, Corning, N. Y., USA 
Aushärteformen für Elektronenmikroskopie Beem Inc., West Chester, PA, USA 
Biosphere®-Filterspitzen in Box, 
(2,5 µl; 10 µl; 100 µl; 200 µl; 1000 µl) 
Sarstedt AG & Co, Nümbrecht, D 
Blaubandfilter Whatman und Schleicher & Schuell, Dassel, D 
Coplin-Becher (Glas, Plastik) Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, D 
Deckgläser Menzel-Gläser, Braunschweig, D 
VWR Österreich, Wien, A 
Gewebekulturschalen 
(Ø = 5 cm; 10 cm; 15 cm) 
Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, D 
Glaspipetten (6 ml; 10 ml; 20 ml) VWR Österreich, Wien, A 
Hautbiopsiestanze (Ø = 4 mm) KAI Medical, Solingen, D 
Inkubationsröhre (13 ml) Sarstedt AG & Co, Nümbrecht, D 
Kanülen (0,9 x 40 mm) Neolus Terumo, Tokyo, J 
MicroAmp®, 96-Lochplatte steril (PCR) Applied Biosystems, Darmstadt, D 
Multipettenaufsätze 
(0,1 ml; 1,0 ml; 5 ml; 10 ml) 
Eppendorf AG, Hamburg, D 
Neubauer-Zählkammer (improved) Labor Optik GmbH, Friedrichsdorf, D 
Objektträgerbox Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, D 
Papierbox für Reagiergefäße Sarstedt AG & Co, Nümbrecht, D 
Pasteurpipetten (Glas) Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, D 
Pipettenspitzen (5 ml) VWR Österreich, Wien, A 
Pipettenspitzen, unsteril 
(2,5 µl;10 µl; 200 µl; 1000 µl) 
Sarstedt AG & Co, Nümbrecht, D 
Polyallomerzentrifugenröhren (14 ml) Beckman Coulter, Brea, CA, USA 
Reagenzienreservoir für Mehrkanalpipette 
(25 ml) 
VWR Österreich, Wien, A 
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Reagiergefäße (0,5 ml; 1,5 ml; 2,0 ml) Sarstedt AG & Co, Nümbrecht, D 
Sterilfilter (0,5 l; 1 l) VWR Österreich, Wien, A 
Superfrost®-Objektträger Menzel-Gläser, Braunschweig, D 
Whatman Nitrozellulose Transfermembran Whatman und Schleicher & Schuell, Dassel, D 
Zellkulturflaschen 
(25 cm²; 75 cm²; 175 cm²) 
Sarstedt AG & Co, Nümbrecht, D 
Zellschaber, steril 
(17 mm; 31 mm Klinge)  
Sarstedt AG & Co, Nümbrecht, D 
Zentrifugenröhren  
(15 ml; 50 ml) mit/ohne Stehrand 
Sarstedt AG & Co, Nümbrecht, D 
Zetapotenzialmessküvetten Malvern Instruments, Worcestershire, UK 
 
Verwendete Chemikalien: Hersteller: 
2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-ethansulfonsäure 
(HEPES) 
Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, D 
2-[4-(2-Sulfoethyl)-1-piperazinyl]-ethansulfonsäure, 
(PIPES) 
Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, D 
2‘,7‘-Dichlorofluorescin-Diacetat (DCFH-DA) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, D 
2‘-Amino-3‘-methoxyflavon (PD98059) Cell Signaling Technology Inc., Beverly, MA, 
USA 
2-Vinylpyridin (2-VP) Fluka, München, D 
4‘,6‘-Diamino-2-phenylindol-dihydrochlorid/ Sulfo-
rhodamin 101 (DAPI/SR 101) 
Partec GmbH, Münster, D 
5‘,5‘-Bisthiobis-(2-nitrobenzoesäure) (DTNB) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, D 
Agarose 
 low melting agarose (LMA) 
 normal melting agarose (NMA) 
Biorad, München, D 
Ammoniumperoxosulfat (APS) Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, D 
Bicinchoninsäure 
(bicinchonin acid; BCA) 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, D 
Borsäure Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, D 
Bovine Serum Albumin Fraktion V (BSA) Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, D 
Bovine Serum Albumin-Standard (2 mg/l) Pierce Biotechnology, Rockford,IL, USA 
Bromphenolblau Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München,D 
Calciumchlorid Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, D 
Coomassie-Brilliant-Blue® G-250 Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, D 
Dikaliumhydrogenphosphat (K2HPO4) Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, D 
Dimethylaminomethylphenol (DMP-30) Electron Microscopy Sciences, Hattfield, PA, 
USA 
Dimethylsulfoxid (DMSO) 
technisch, biograde 
Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, D 
Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, D 
DL-Buthionin-[S,R]-sulfoximin (BSO) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, D 
Dodecylbernsteinsäureanhydrid (DDSA) Electron Microscopy Sciences, Hattfield, PA, 
USA 
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Essigsäure 100 % Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, D 
Ethanol (EtOH) p. a. / unvergällt Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, D 
Ethidiumbromid (EtBr) Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, D 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, D 
Ethylenglykoltetraessigsäure (EGTA) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, D 
Etoposid (Eto) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, D 
Glutaraldehyd 50 % wässrige Lösung Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, D 
Glycerol Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, D 
Glycidether 100 (Epon 812) Electron Microscopy Sciences, Hattfield, PA, 
USA 
Glycin Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, D 
Igepal CA-300 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, D 
Kaliumhydrogenphosphat (KH2PO4) Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, D 
Kupfersulfatlösung 4 % (CuSO4) für BCA Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, D 
L-Glutathion oxidierte Form (GSSG) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, D 
L-Glutathion reduzierte Form (GSH) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, D 
Luminol-Lösung 20 x (LumiGlo) Roche AG, Basel, CH 
Magnesiumchloridhexahydrat (MgSO4 x 6 H2O) Merck KGaA, Darmstadt, D 
Menadion (Men) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, D 
Methanol  Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, D 
Methylnadicanhydrat (MNA) Electron Microscopy Sciences, Hattfield, PA, 
USA 
Milchpulver Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, D 
N,N,N‘,N‘,-Tetramethylethylendiamin (TEMED) Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, D 
Natriumazid (NaN3) Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, D 
Natriumcacodylat Trihydrat  Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, D 
Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, D 
Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO4) Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, D 
Natriumdodecylsulfat 
(sodium dodecyl sulfate; SDS) 
Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, D 
Natriumfluorid (NaF) Merck KGaA, Darmstadt, D 
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, D 
Natriumhydroxid (NaOH) Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, D 
Natriumlaurylsarcosinat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, D 
Natriumorthovanadat (Na3VO4) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, D 
n-Butanol Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, D 
Nikotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH), 
reduziert 
Fluka, München, D 
Osmiumtetroxid (OsO4) 
4%ige Lösung für Elektronenmikroskopie  
Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, D 
Paraformaldehyd Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, D 
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, D 
Proteinaseinhibitor complete Roch AG, Basel, CH 
Rotiphorese 30 (37,5:1); 
Acrylamid 30%ige wässrige Lösung  
Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, D 
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mit 0,8 % N,N‘-Methylenbisacrylamid 
Salpetersäure (HNO3); suprapurum Merck KGaA, Darmstadt, D 
Salzsäure 37 % Merck KGaA, Darmstadt, D 
Spectra Multicolor Proteinmarker Fermentas Life Science, St. Leon Rot, D 
Sulforhodamin-B (SRB) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, D 
Sulfosalicylsäure (sulfosalicylic acid; SSA) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, D 
tert.-Butylhydrochinon (t-BHQ) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, D 
Trichloressigsäure (trichloroacetic acid; TCA) Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, D 
Triethanolamin (TEA) Fluka, München, D 
Tris(hydroxymethyl-)aminomethan (TRIS) Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, D 
Triton® X-100 Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, D 
Trypanblau Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, D 
Tween® 20 
(Polyoxyethylensorbitanmonolaurat) 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, D 
Wasserstoffperoxid (H2O2), suprapurum Merck KGaA, Darmstadt, D 
β-Mercaptoethanol Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, D 
Soweit nicht anders angegeben weisen alle verwendeten Chemikalien mindestens die Rein-
heitsstufe p. A. auf. 
 
Testsubstanzen: Bezugsquelle: 
β-Cyclodextrin (β-CD) Prof. M. Türk, Institut für Technische Thermo-
dynamik und Kältetechnik, KIT, Deutschland 
SiO2-Nanopartikel (12 nm, 40 nm) Dr. C. Weiss, Institut für Toxikologie und 
Genetik, KIT, Deutschland 
SiO2-Partikel (200 nm) 
Silica-Suspension 
Prof. H. P. Schuchmann, Institut für Lebens-
mittelverfahrenstechnik, KIT, Deutschland 
Platin-Nanopartikel (Pt-NP) Prof. M. Türk, Institut für Technische Thermo-
dynamik und Kältetechnik, KIT, Deutschland 
Prof. S. Bräse, Institut für Organische Chemie, 
KIT, Deutschland 
 
Kits: Hersteller: 
Cell Proliferation Kit (WST-1) Roche Applied Science, Basel, CH 
Cytotoxicity Detection Kit (LDH) Roche Applied Science, Basel, CH 
DNeasy® Blood & Tissue Kit Qiagen, Hilden, D 
QuantiTect® Reverse Transcription Kit Qiagen, Hilden, D 
QuantiTect® SYBR Green PCR Kit Qiagen, Hilden, D 
RNeasy® Mini Kit Qiagen, Hilden, D 
 
Antikörper: Hersteller: 
Anti-ERK1/2 (p42/p44), rabbit, 4695 S Cell Signaling Technology Inc., Beverly, MA, 
USA  
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Anti-p-ERK1/2 (p-p42/p-p44), rabbit, 9101 S Cell Signaling Technology Inc., Beverly, MA, 
USA 
Anti-α-Tubulin (B-7), mouse, sc-5286 Santa Cruz, Heidelberg, D 
Anti-γ-H2AX (p-Histone H2AX), sc-101696 Santa Cruz, Heidelberg, D 
Goat-Anti-Mouse, HRP-konjugiert, sc-2005 Santa Cruz, Heidelberg, D 
Goat-Anti-Rabbit, HRP-konjugiert, 7074 S Cell Signaling Technology Inc., Beverly, MA, 
USA 
 
PCR-Primer: Hersteller: 
β-Aktin Quantitect® Primer Assay: Hs_ACTB_1_SG, 
QT00095431, Qiagen, Hilden, D 
γ-Glutamylcysteinligase,  
katalytische Untereinheit (GCLC) 
Quantitect® Primer Assay: Hs_GCLC_1_SG, 
QT00037310, Qiagen, Hilden, D 
γ-Glutamylcysteinligase,  
regulatorische Untereinheit (GCLM) 
Quantitect® Primer Assay: Hs_GCLM_1_SG, 
QT00038710, Qiagen, Hilden, D 
 
 
Enzyme: Hersteller: 
Glutathionreduktase (GR) aus Backhefe 168 U/ml, Sigma-Aldrich München, D 
 
Reagenzien für Zellkultur: Hersteller: 
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)  
+ High Glucose , + L-Glutamin, + Phenolrot 
Invitrogen, Carlsbad, USA 
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/F12 (DMEM/F12)  
+ High Glucose, + Phenolrot 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, D 
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM),  
Pulver: Low Glucose, + L-Glutamin, - Phenolrot 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, D 
Fötales Kälberserum (FKS) Invitrogen, Carlsbad, USA 
L-Glutamin Invitrogen, Carlsbad, USA 
Penicillin/Streptomycin (P/S) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, D 
Trypanblaulösung Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, D 
Trypsin (Rinderpankrease 3,6 U/mg) Serva GmbH, Heidelberg, D 
 
Zelllinien: Bezugsquelle: 
humane Kolonkarzinomzelllinie HT29 Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und 
Zellkulturen (DSMZ), Braunschweig, D 
humane Kolonkarzinomzelllinie Caco-2 Prof. Metzler, Institut für Angewandte Bio-
wissenschaften, KIT, Karlsruhe, D 
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6.2 Geräteverzeichnis 
Gerät: Modell/Hersteller: 
Autoklav Systec D-150, Systec GmbH, Weitenberg,D 
Blockheizthermostat Digitaler Blockheizthermostat HX-2 mit Ein-
sätzen für 2 x 24 x 2 ml, Peqlab Biotechnologie 
GmbH, Erlangen, D 
Blotter Trans® Blot Cell 49 BR 3584, Bio-Rad Laborato-
ries Inc., Hercules, CA, USA 
Brutschränke WTB-Binder CO2-Brutschrank, Binder, 
Tuttlingen, D: 
Heracell 240 i, CO2-Inkubator, Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, MA, USA 
DLS-Messgerät Nanotrac, Microtrac, Montgomeryville, PA, USA 
Zetasizer Nano ZS, Malvern Instruments, 
Worcestershire, UK 
Eismaschine Combi Line, Wessamat, Mackenbach, D 
MF 46, Scotsman Frimont, Mailand, I 
Elektrophoresekammer Mini-PROTEAN® Tetra Cell, Bio-Rad Laborato-
ries Inc., Hercules, CA, USA 
PerfectBlu® Gelsystem Maxi, 
Horizontal-Gelelektrophoresesystem, Peqlab 
Biotechnologie GmbH, Erlangen, D 
Elektrophoresespannungswandler Electrophorese Power Supply EV231, Peqlab 
Biotechnologie GmbH, Erlangen, D 
Geldokumentationsgerät LAS-4000, Luminescent Image Analyser, 
Software: Image Reader LAS-4000, 
Auswertung: Multigauge V 3.2, 
Fujifilm, Tokio, Japan 
Handhomogenisator Homogenisator “tight pistil”, Wheaton Indus-
tries, Milville, NJ, USA 
Heizmagnetrührer IKA® RH basic 2,  
IKA® RCT basic safety control,  
IKA®-Werke, Staufen, D 
Magnetic Stirrier Hl 300N,  
HANNA Instruments, Woonsocket, RI, USA 
Kühl- /Gefrierschränke / -80 °C Ultratiefkühlschränke Liebherr Premium und Comfort (4 °C, -20 °C), 
Liebherr, Bulle, CH 
Ultra low temperature freezer, Modell U725-86 
EU Biofreezer, New Brunswick Scientific, En-
field, CT, USA 
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Mikroskopie Inversmikroskop Axiovert 40C, Zeiss, 
Oberkochen, D 
Objektive: A-Plan, 5 x/0,12 Ph 0, CP-A Chromat 
10 x/ 0,25 Ph 1 
Okular: PL 10 x/ 18 
Durchlicht- /Fluoreszenzmikroskop Axioskop 
A1, Zeiss, Oberkochen, D 
Objektive: Plan-Neoflux 100 x/ 1,3 (Öl) 4440480 
Okular: PL 10 x/ 20 
 Filter: 365 FT 395, LP 420; 
UV: BP450-490, FT 510, LP 520 
Mikroskopkamera Monochrome CCD IEEE1394 FireWire Video  
Camera,  
Mikrotiterplattenlesegerät Victor V3 1240 Multilable Counter, Perkin Elmer, 
Waltham, MA, USA 
Software: Wallac 1420, Version 3.00 
GENios, Tecan, Crailsheim, D 
Software: XFlour4 
pH-Meter pH 211 Microprocessor pH Meter, 
Elektrode: 1420-040, 
HANNA Instruments, Woonsocket, RI, USA 
Mettler Toledo Seven Easy, 
Elektrode: Mettler Toledo, Inlab 408/120, 
Mettler Toledo, Greifensee, CH 
Pipetten, Multipetten, Mehrkanalpipetten Eppendorf Research P 2,5 – 5000 µl, 
Eppendorf Multipette Plus, 
Eppendorf Mehrkanalpipette Research 300 µl, 
Eppendorf AG, Hamburg, D 
Pipettierhilfe Pipetus® Akku, Hirschmann Laborgeräte, Eber-
stadt, D 
Pumpen Vakuumsaugpumpe, KNF Neuberger GmbH, 
Freiburg, D 
Hitachi L-6210 Intelligent Pump, Hitachi, Ltd., 
Tokyo, J 
Vakuumsaugpumpe Laboport®, IBS Integra 
Biosciences, Fernwald, D 
Schüttler Überkopfschüttler, Roto-Shake-Genie, 
Scientific Industries, Bohemia, NY, USA 
Mini Rocker MR-1, Peqlab Biotechnologie 
GmbH, Erlangen, D 
Spektralfotometer Nanodrop 2000c Spectrofotometer, Peqlab Bio-
technologie GmbH, Erlangen, D 
Sterilbank KR-130 BW, Kojair Tech Oy, Vilppula, FIN  
Heraeus HS12, Heraeus Instruments, Hanau, D 
Hera Safe KS 18, Thermo Fischer Scientific, 
Waltham, MA, USA 
Thermocycler StepOne™ Plus Real-Time PCR System Applied 
Biosystems Inc., Foster City, CA, USA 
Thermoinkubationsmischer MJ Research PTC-200, Peltier Thermal Cycler 
Thriller, Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, 
D 
Trockenschrank Binder, ATP Line™ ED (E2), Binder GmbH, 
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Tuttlingen, D 
Ultraschallbad Ultrasonic Cleaner, VWR Österreich, Wien, A 
Ultraschallstab Branson Sonifier 450 Branson Sonifier S-450A 8-
3/4" Horn, Tapered Microtip: 1/8’’, Branson Ul-
trasonic Corporation, Danbury, CT, USA 
UV-Bestrahlungsgerät BLX-312, Peqlab Biotechnologie GmbH, Er-
langen, D 
Vortexer Vortexer, Vortex Genie 2 
Scientific Industries, Bohemia, NY, USA 
Vortex MS Minishaker IKA®, IKA®-Werke, 
Staufen, D 
Bio Vortex V1, Peqlab Biotechnologie GmbH, 
Erlangen, D 
Vortex Genie 2™, Bender und Hobein AG, 
Zürich, CH 
Waagen Analysenwaagen: 
CP124 S, Sartorius AG, Göppingen, D 
New Classic MF, ML204/01, Mettler Toledo, 
Greifensee, CH 
Grobwaagen: 
1574 MP8-2, Sartorius AG, Göppingen, D 
New Classic MF, ML6001/01, Mettler Toledo, 
Greifensee, CH 
Wasserbad SW-2004, VWR Deutschland, Darmstadt, D 
GD 100, Grant Instruments, Cambridge, UK 
Zentrifugen / Ultrazentrifugen Eppendorf-Tischzentrifuge 5145, 
Eppendorf-Tischzentrifuge 5415C, 
Eppendorf-Tischzentrifuge 5417R, 
Eppendorf-Tischzentrifuge 5804R, 
Eppendorf AG, Hamburg, D 
Hettich Zentrifuge Mikro 200, 
Hettich Zentrifuge Rotina 420R, 
Hettich, Tuttlingen D 
Zytofuge, Megafuge 1.0 R, Heraeus Instruments, 
Hanau, D 
Ultrazentrifuge Optima™ Max-XP, 
Ultrazentrifuge Optima™ L-100 XP, 
Beckman Coulter, Brea, CA, USA 
6.3 Inkubationsprotokolle 
Zur Minimierung von Schwankungen bezüglich der Zusammensetzung, der Konzentration 
sowie des Dispersionsgrads der im Zellkulturmedium suspendierten Partikel wurden 
Standardprotokolle (standard operating protocol; SOP) entwickelt, anhand derer alle 
Suspendierungsvorgänge vorgenommen wurden. Dabei wurden sowohl für die 
SiO2-Partikelpräparationen als auch für die Pt-Partikel jeweils eigene SOP entwickelt, die 
nachfolgend beschrieben werden. Darüber hinaus werden die den Konzentrationsangaben 
zugrunde liegenden Berechnungen erläutert. 
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6.3.1 Inkubationsprotokolle für die Silica-Partikelpräparationen 
6.3.1.1 Standardprotokoll zur Suspendierung der Silica-Partikel 
Im Zuge dieser Arbeit wurden drei verschiedene amorphe Silicapartikelpräparationen mit 
unterschiedlichem nominellen Primärpartikeldurchmesser untersucht, die entweder durch 
Flammenpyrolyse (siehe Abschnitt 2.10.3.1) oder mithilfe des Stöber-Verfahrens (siehe Ab-
schnitt 2.10.3.2) synthetisiert wurden. Alle Präparationen sind kommerziell erhältlich, 
werden im großen Maßstab produziert und werden unter anderem für die Verwendung im 
Bereich der Lebensmittelindustrie beworben. Folgende SiO2-Partikel wurden in der vor-
liegenden Arbeit untersucht, wobei sich die Bezeichnung der Präparationen im weiteren Ver-
lauf dieser Arbeit nach der nominellen Primärpartikelgröße (12 nm, 40 nm, 200 nm) richtet. 
Nominelle Primärpartikelgröße Handelsname Hersteller 
 12 nm SiO2-NP Aerosil
 200 F Evonik Industries, Deutschland 
 40 nm SiO2-NP Aerosil
 Ox 50 Evonik Industries, Deutschland 
 200 nm SiO2-Partikel AngströmSphere Fibre Optic Center Inc., New Bedford, MA, USA 
Die Suspendierung der zuvor aufgeführten SiO2-Partikel wurde anhand des folgenden 
Protokolls durchgeführt. 
Durchführung 
 Zwischen 20 – 30 mg der entsprechenden Partikel einwiegen. 
 Durch Zugabe einer entsprechenden Menge dest. H2O eine 10 mg/ml konzentrierte 
SiO2-Primärsuspension herstellen. 
 Die Primärsuspension für 5 s vortexen und anschließend die Partikel mittels Ultra-
schallstab (Branson Sonifier S-450A 8-3/4‘‘H; Mikroptip 1/8‘‘) unter folgenden Ein-
stellungen auf Eis suspendieren: 
 Duty Cycle: 50 % 
 Output Control: Stufe 4 
 30 Intervalle (Intervalllänge wird automatisch eingestellt). 
 Unmittelbar im Anschluss daran durch eine 1:10-Verdünnung der Primär-
suspension im entsprechenden Inkubationsmedium eine 1 mg/ml konzentrierte 
Stammlösung herstellen (mindestens 10 ml). 
 Stammlösung nochmals vortexen (2 - 3 s) und unverzüglich durch Verdünnen im 
entsprechenden Inkubationsmedium die Inkubationskonzentrationen im Bereich 
von 0,1 - 500 µg/ml herstellen. 
 Die Inkubationslösungen werden nach dem in Tabelle 6.1 dargestellten Schema ver-
dünnt: 
  Kultivierungsmedium der Zellen mithilfe einer sterilen Pasteurpipette absaugen 
und zügig durch die entsprechende Menge an partikelhaltigem Inkubationsmedium 
(siehe Abschnitt 6.3.1.3) ersetzen. 
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 Im Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO2, 95 % Luftfeuchtigkeit für die Dauer des Experi-
ments mit den Partikeln inkubieren. 
Tabelle 6.1: Verdünnungsschema der Inkubationskonzentrationen der SiO2-Partikel (12 nm, 40 nm, 200 nm) 
Endkonzentration 
[µg/ml] 
Codierung der 
Partikelsuspension 
Anteile Partikelsuspension Anteile Medium 
10000 Suspension A - - 
1000 Suspension B 1 Teil von Suspension A 9 Teile 
500 Suspension C 5 Teile von Suspension B 5 Teile 
300 Suspension D 3 Teile von Suspension B 7 Teile 
100 Suspension E 1 Teil von Suspension B 9 Teile 
50 Suspension F 1 Teil von Suspension D 9 Teile 
10 Suspension G 1 Teil von Suspension E 9 Teile 
1,0 Suspension H 1 Teil von Suspension G 9 Teile 
0,1 Suspension I 1 Teil von Suspension H 9 Teile 
6.3.1.2 Inkubationsprotokoll für die Silica-Suspension 
Neben den in Form von trockenen Pulvern vorliegenden SiO2-Partikelpräparationen wurde 
zusätzlich eine speziell unter hohem Energieeintrag hergestellte Silica-Suspension in die 
Toxizitätsuntersuchungen mit einbezogen. Da der Fokus der Experimente mit dieser 
Suspension ursprünglich anders ausgerichtet war, wurde ausgehend von der als wässrige 
Suspension vorliegenden Präparation mit einem SiO2-Anteil von 5 wt.% sowohl ein von den 
SiO2-Partikeln abweichendes SOP als auch ein anderes Verdünnungsschema zur Herstellung 
der Inkubationskonzentrationen entwickelt und verwendet. 
Durchführung 
 Die gesamte Primärsuspension für 30 s vortexen und anschließend für 15 min mit 
dem Ultraschallstab (Branson Sonifier S-450A 8-3/4‘‘H, Mikroptip 1/8‘‘) unter 
folgenden Einstellungen in einem Eisbad sonifizieren: 
 Duty Cycle: 100 % 
 Output Control: Stufe 1. 
 Die Primärsuspension (50 mg/ml) 1:5 verdünnen und ein entsprechendes Volumen 
einer Zwischensuspension mit einer Konzentration von 10 mg/ml herstellen 
(mindestens 5 ml). 
 Unmittelbar im Anschluss daran durch eine 1:10-Verdünnung der Zwischen-
suspension im entsprechenden Inkubationsmedium eine 1 mg/ml konzentrierte 
Stammlösung herstellen (mindestens 10 ml). 
 Stammlösung nochmals vortexen (2 - 3 s) und unverzüglich durch Verdünnen im 
entsprechenden Inkubationsmedium die Inkubationskonzentrationen im Bereich 
0,1 - 500 µg/ml herstellen. 
 Die Inkubationslösungen werden nach dem in Tabelle 6.2 dargestellten Schema ver-
dünnt: 
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 Kultivierungsmedium der Zellen mithilfe einer sterilen Pasteurpipette absaugen 
und zügig durch die entsprechende Menge an partikelhaltigem Inkubationsmedium 
(siehe Abschnitt 6.3.1.3) ersetzen. 
 Im Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO2, 95 % Luftfeuchtigkeit für die Dauer des Experi-
ments mit den Partikeln inkubieren. 
Tabelle 6.2: Verdünnungsschema der Inkubationskonzentrationen der Silica-Suspension 
Endkonzentration 
[µg/ml] 
Codierung der 
Partikelsuspension 
Anteile Partikelsuspension Anteile Medium 
50000 Primärsuspension - - 
10000  Suspension A 1 Teil der Primärsuspension 4 Teile 
1000 Suspension B 1 Teil von Suspension A 9 Teile 
500 Suspension C 5 Teile von Suspension B 5 Teile 
250 Suspension D 2,5 Teile von Suspension B 7,5 Teile 
100 Suspension E 1 Teil von Suspension B 9 Teile 
50 Suspension F 1 Teil von Suspension D 9 Teile 
10 Suspension G 1 Teil von Suspension E 9 Teile 
1,0 Suspension H 1 Teil von Suspension G 9 Teile 
0,1 Suspension I 1 Teil von Suspension H 9 Teile 
6.3.1.3 Berechnung der Flächenkonzentration und des Inkubationsvolumens 
Aufgrund der Tatsache, dass die SiO2-Partikel Sedimentationsvorgängen unterliegen, 
werden die eingesetzten Konzentrationen auf die Wachstumsfläche des in der jeweiligen 
Untersuchung verwendeten Kulturgefäßes bezogen und in µg/cm² angegeben. Zur Be-
rechnung der Flächenkonzentrationen wird im Fall der SiO2-Partikel (12 nm, 40 nm, 200 nm) 
die Wachstumsfläche einer 96-Lochplatte (0,32 cm²) mit einem Inkubationsvolumen von 
0,1 ml zugrunde gelegt. Da im Zuge der Untersuchungen mit der Silica-Suspension der 
Fokus zuvor auf den genotoxischen Eigenschaften der Partikel lag, wird in diesem Fall die 
Wachstumsfläche der beim Comet-Assay verwendeten Gewebekulturschale (Ø = 6 cm, 
21,4 cm²) mit einem Inkubationsvolumen von 5 ml als Grundlage für die Berechnung der 
Flächenkonzentrationen herangezogen. Anhand dieser Daten werden die in Tabelle 6.3 dar-
gestellten Flächenkonzentrationen errechnet. 
Tabelle 6.3: Umrechnungstabelle zwischen Konzentration und Flächenkonzentration 
SiO2-Partikel (12 nm, 40 nm, 200 nm) 
Grundlage 96-Lochplatte (0,32 cm²/0,1 ml) 
Silica-Suspension 
Grundlage Gewebekulturschale mit Ø = 6 cm 
(21,4 cm²/5 ml) 
Konzentration [µg/ml] Flächenkonzentration [µg/cm²] Konzentration [µg/ml] Flächenkonzentration [µg/cm²] 
500 156,3 500 116,8 
300 93,8 250 58,4 
100 31,3 100 23,4 
50 15,6 50 11,7 
10 3,13 10 2,34 
1,0 0,31 1,0 0,23 
0,1 0,03 0,1 0,02 
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Da die Wachstumsflächen der in den verschiedenen Untersuchungen verwendeten Kultur-
gefäße unterschiedlich sind, gleichzeitig aber sowohl die eingesetzte Flächenkonzentration 
[µg/cm²] als auch die Konzentration [µg/ml] zwischen den verschiedenen Experimenten 
konstant gehalten werden soll, muss das applizierte Inkubationsvolumen variiert werden. 
Die bei der Partikelinkubation einzusetzenden, auf die Wachstumsfläche der unterschied-
lichen Kulturgefäße normierten Volumina sind in Tabelle 6.4 dargestellt. 
Tabelle 6.4: Darstellung der auf die Wachstumsfläche unterschiedlicher Kulturgefäße normierten Inkubationsvolumina 
Kulturgefäß 
Wachstumsfläche 
[cm²] 
Inkubationsvolumen 
SiO2-Partikel 
Wachstumsfläche 
[cm²] 
Inkubationsvolumen  
Silica-Suspension 
Gewebekulturschale Ø 15 cm 152 47,5 ml 152 35,5 ml 
Gewebekulturschale Ø 10 cm 58 18,1 ml 58 13,6 ml 
Gewebekulturschale Ø 6 cm 21,4 6,7 ml 21,4 5 ml 
6er Transwell-Platte 4,67 1,5 ml 4,67 1,1 ml 
24-Lochplatte 1,9 594 µl 1,9 444 µl 
96-Lochplatte 0,32 100 µl 0,32 79 µl 
6.3.2 Inkubationsprotokoll für die Platin-Partikelpräparationen 
Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Pt-Präparationen wurden in Kooperation mit 
Mitarbeitern der Arbeitsgruppen von Prof. S. Bräse (Institut für Organische Chemie) und 
Prof. M. Türk (Institut für Technische Thermodynamik und Kältetechnik) am KIT mithilfe 
des SFRD-Verfahrens synthetisiert (siehe Abschnitt 2.9.3). Dabei konnten durch Variation 
der Prozessparameter drei Präparationen hergestellt werden, die aufgrund der Unter-
suchungen zur PSD mit den Bezeichnungen Pt-NP < 20 nm, Pt-NP < 100 nm und 
Pt-NP >100 nm versehen wurden (siehe Abschnitt 4.2.1.1). Die Präparationen lagen jedoch 
nicht in Form reiner Pt-Partikel vor, sondern als pulverförmige β-Cyclodextrin-(β-CD)-
Mischungen. Dies beruht darauf, dass im Zuge des Syntheseprozesses der metallorganische 
Vorläuferkomplex mittels H2 reduziert und Pt in metallischem Zustand auf dem Träger-
material β-CD abgeschieden wurde, was in den zuvor erwähnten Pt/β-CD-Präparationen 
resultierte. Der Pt-Anteil der einzelnen Präparationen berechnet sich folglich anhand der bei 
der Synthese eingesetzten Menge des Vorläuferkomplexes bzw. dessen Pt-Gehalt sowie der 
zugesetzten Menge an β-CD, wobei von einer vollständigen Umsetzung des Ausgangs-
materials ausgegangen wird. In Tabelle 6.5 ist die Zusammensetzung der verschiedenen 
Pt-Präparationen sowie die jeweils erforderliche Präparationsmenge aufgelistet, die einem 
Pt-Gehalt von 1 µg entspricht. 
Tabelle 6.5: Übersicht über die Zusammensetzung der verschiedenen Pt-Präparationen 
 sowie über die entsprechenden Präparationsmengen, die einem Pt-Gehalt von 1 µg entsprechen. 
Pt-Präparation 
projektinterne 
Bezeichnung 
Pt-Gehalt des Vor-
läuferkomplexes [g] 
Anteil an β-
Cyclodextrin [g] 
1 µg Pt ≙ x mg 
Pt-Präparation 
Pt < 20 nm Pt-CD2 0,049 4,8049 0,04110 
Pt < 100 nm Pt-CD0 0,058 2,3132 0,04088 
Pt > 100 nm Pt-CD3 0,049 4,8049 0,04110 
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Da metallisches Pt im Zellkulturmedium unlöslich ist und die Partikel analog zu den 
SiO2-NP (siehe Abschnitt 6.3.1.3) Sedimentationsprozessen unterliegen, werden die ein-
gesetzten Pt-Konzentrationen auf die Wachstumsfläche der verwendeten Kulturgefäße be-
zogen. Dazu wird die in Tabelle 6.5 angegebene Präparationsmenge, die einem Pt-Gehalt 
von 1 µg entspricht, mit der Wachstumsfläche des Kulturgefäßes multipliziert, wodurch die 
Minimaleinwaage erhalten wird, die zur Herstellung einer Partikelsuspension mit der 
höchsten applizierten Konzentration von 1 µg/cm² (1000 ng/cm²) benötigt wird. Die für die 
verschiedenen Kulturgefäße einzusetzenden Minimaleinwaagen sind für alle drei Partikel-
präparationen in Tabelle 6.6 aufgeführt. Anzumerken ist, dass aufgrund weiterer 
Inkubationskonzentrationen, die zum Teil durch Verdünnen aus der Stammsuspension er-
stellt werden, der Bedarf an dieser Suspension steigt, was in Form einer höheren Einwaage 
der Pt-Präparationen zu berücksichtigen ist. 
Tabelle 6.6: Übersicht über die Minimaleinwaagen der Pt-Präparationen 
 bei verschiedenen Kulturgefäßen zur Herstellung einer Inkubationslösung von 1 µg/cm². 
Kulturgefäß 
Wachstumsfläche 
[cm²] 
Pt < 20 nm 
Einwaage [mg] 
Pt < 100 nm 
Einwaage [mg] 
Pt > 100 nm 
Einwaage [mg] 
96-Lochplatte 0,32 0,0140 0,0139 0,0140 
Millicell®-System 0,7 0,0288   
24-Lochplatte 1,9 0,0822 0,0818 0,0822 
6-er Transwell-Platte 4,67 0,1919   
Gewebekulturschale Ø = 6 cm 21,4 0,8631 0,8585 0,8631 
Gewebekulturschale Ø = 10 cm 58 2,3838 2,3721 2,3838 
Gewebekulturschale Ø = 15 cm 152 6,2472 6,2141 6,2472 
Die eingewogene Pt-Menge wird mit dem entsprechenden Volumen (siehe betreffendes 
Versuchsprotokoll) des jeweiligen Inkubationsmediums mithilfe des Ultraschallstabs 
(Branson Sonifier S-450A 8-3/4‘‘H, Mikrotip 1/8‘‘) unter folgenden Einstellungen suspendiert: 
 Duty Cycle: 100 % 
 Output Control: Stufe 1. 
Dabei wird die Partikelsuspension 10 x 10 s sonifiziert, jeweils unterbrochen von einem 10 s 
Intervall, um einer Erwärmung des serumhaltigen Inkubationsmediums vorzubeugen. 
Darüber hinaus ist die Ultraschallbehandlung auf Eis durchzuführen. Ausgehend von dieser 
Stammsuspension werden weitere Inkubationssuspensionen über einen Konzentrations-
bereich von 0,0001 - 1000 ng/cm² erstellt. Die Konzentrationsschritte werden durch 
1:10 Verdünnungen der jeweils vorangehenden Inkubationssuspension in Inkubations-
medium erstellt. Zur Vermeidung einer erneuten Agglomeration werden die Verdünnungs-
schritte unmittelbar nach der Sonifizierung der Stammsuspension hergestellt. Des Weiteren 
muss die Inkubation der Zellen direkt im Anschluss an die Fertigstellung aller Inkubations-
suspensionen erfolgen. 
Da in Untersuchungen von Elder et al. [2007] ein deagglomerierender Effekt von Serum-
proteinen auf Pt-NP nachgewiesen werden konnte, erfolgen alle Untersuchungen unter 
Verwendung von 10 % FKS-haltigem Medium. 
6 Material und Methoden 
240 
 
6.4 Charakterisierung der Partikelpräparationen 
Da die biologischen Wirkungen von NM stark von den physiko-chemischen Charakteristika 
beeinflusst werden, ist eine Bewertung des potenziellen Risikos ohne Kenntnis dieser Para-
meter nicht möglich. Daher wurde den biologischen Untersuchungen der NP eine Reihe ver-
schiedener Charakterisierungsmethoden vorangestellt, die nachfolgend erläutert werden. 
6.4.1 Untersuchungen zur Partikelgrößenverteilung mittels DLS 
Die PSD stellt ein entscheidendes charakteristisches Merkmal partikulierter Systeme dar und 
beeinflusst maßgeblich sowohl das Verhalten als auch die Wirkung in biologischen 
Systemen. Die Charakterisierung der PSD erfolgt mittels dynamischer Lichtstreuung (DLS). 
Diese auch unter der Bezeichnung Photonenkorrelationsspektroskopie (photon correlation 
spectroscopy; PCS) bekannte Methode nutzt das infolge einer Laserbestrahlung gebildete 
Streulicht einer Partikelsuspension. Dieses Streulicht unterliegt aufgrund der Brownschen 
Molekularbewegung der Partikel kleinen Fluktuationen, die in Abhängigkeit zur Partikel-
größe stehen (siehe Abbildung 6.1). Mithilfe einer sogenannten Autokorrelationsfunktion 
kann anhand dieser Fluktuationen die PSD errechnet werden [Hogekamp 2005]. 
 
Abbildung 6.1: Schematische Darstellung der Bestimmung der Partikelgrößenverteilung (PSD)  
mittels dynamischer Lichtstreuung (DLS). 
Die in der vorliegenden Arbeit durchgeführten DLS-Messungen erfolgten teilweise in Zu-
sammenarbeit mit der AG von Prof. H. P. Schuchmann vom Institut für Lebensmittelver-
fahrenstechnik, KIT. Dabei wurden die Untersuchungen zur PSD der SiO2-Partikel mithilfe 
einer 90° PCS (Nanotrac, Microtrac) durchgeführt, während die PSD der Silica-Suspension 
mittels Laserdiffraktion, kombiniert mit der polarisation intensity differential scattering (PIDS) 
Technik (LS 230, Beckman Coulter), bestimmt wurde. Letzteres dient dazu multimodale 
Partikelverteilungen zu detektieren, was mittels PCS nicht möglich ist. Im Zusammenhang 
mit den Messungen wurde der Einfluss der Partikelkonzentration auf die PSD der 
SiO2-Partikel (12 nm, 40 nm, 200 nm) untersucht, weshalb Suspensionen über einem 
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Konzentrationsbereich von 0,025 - 5 mg/ml vermessen wurden. Anschließend wurden die 
Auswirkungen verschiedener flüssiger Medien (H2O, DMEM, DMEM + 1 % FKS bzw. 
10 % FKS) auf das Agglomerationsverhalten anhand von Suspensionen mit einer 
Konzentration von 1 mg/ml untersucht. Darüber hinaus wurden die Suspensionen wieder-
holt nach verschiedenen Zeitperioden vermessen, um Veränderungen der PSD über die Zeit 
zu erfassen. 
Darüber hinaus wurden weitere DLS-Messungen zur PSD der Pt-Präparationen (< 20 nm, 
< 100 nm, > 100 nm) an der Universität Wien mithilfe eines Zetasizer Nano ZS (Malvern 
Instruments) durchgeführt. Diese Untersuchungen erstreckten sich in diesem Zusammen-
hang lediglich auf Partikelsuspensionen in H2O. Den Berechnungen zur Konzentration der 
untersuchten Suspensionen wurde die Fläche einer Gewebekulturschale mit 6 cm Durch-
messer und einem Inkubationsvolumen von 5 ml zugrunde gelegt (siehe Tabelle 6.6). 
Anschließend wurde die Konzentration bei konstantem Volumen auf einen Gehalt von 
50 µg/cm² erhöht. 
Durchführung 
 Suspensionen im jeweiligen flüssigen Medium herstellen. Dazu die Partikel-
präparationen mit einer Konzentration von 1 mg/ml (SiO2-Partikel) und 50 µg/ml 
(Pt-NP) entsprechend den SOP (siehe Abschnitt 6.3.1 für SiO2-Partikel und Ab-
schnitt 6.3.2 für Pt-NP) suspendieren. Für die Messung mit dem Zetasizer Nano SZ 
(Malvern Instruments) und Nanotrac (Microtrac) werden mindesten 10 ml bzw. 
25 ml der entsprechenden Suspension benötigt. 
 Unmittelbar im Anschluss daran Proben vermessen. Im Fall der 
Pt-NP-Suspensionen etwa 1 ml in eine Einwegküvette geben und mit dem Zetasizer 
Nano SZ vermessen. Im Fall der SiO2-Präparationen etwa 10 ml in ein sauberes 
Becherglas geben, Messeinheit in die Partikelsuspension geben und Probe mit dem 
Nanotrac (Microtrac) vermessen. 
 Messung nach 2 h bzw. 24 h mit derselben Suspension wiederholen. Suspension 
zuvor für 30 s vortexen. 
Auswertung 
Die PSD der SiO2-Partikel und der Silica-Suspension wird als mittlerer Sauterdurchmesser 
(x3,2) (Sauter mean diameter; SMD) bestimmt, der das charakteristische Verhältnis von 
Volumen zur Oberfläche angibt. Anders ausgedrückt bedeutet dies, dass ein Partikel den 
SMD aufweist, wenn alle Partikel einer Schüttung aus gleichgroßen einheitlichen Kugeln be-
stehen, die dieselbe Oberfläche wie die Partikel zuvor aufweisen [Stiess 2009]. Die PSD der 
Pt-NP wird hingegen als intensitätsgewichtete PSD angegeben. 
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Reagenzien 
DMEM 0 % FKS, 1 % P/S 
1 % FKS, 1 % P/S 
10 % FKS, 1 % P/S 
(siehe Abschnitt 6.5.2.7) 
 Medium auf 37 °C vorwärmen. 
6.4.2 Untersuchungen zur Partikelgrößenverteilung mittels SAXS 
Die Röntgendiffraktometrie wird zur Strukturaufklärung von Kristallen eingesetzt, wobei 
die elektromagnetischen Eigenschaften von Röntgenstrahlen ausgenutzt werden. Kristalle, 
die aus regelmäßig räumlich angeordneten Atomen oder Molekülen bestehen, stellen für 
Röntgenstrahlen eine Vielzahl parallel hintereinander angeordneter Beugungsgitter dar. Die 
ebenen parallel zueinander liegenden Atom- und Molekülschichten werden auch als Netz-
ebenen bezeichnet. Trifft ein einfallender Röntgenstrahl auf die parallel angeordneten Atome 
im Kristallgitter der untersuchten Substanz, wird dieser gestreut, wodurch ein Interferenz-
muster entsteht. Dabei regt der einfallende Röntgenstrahl die Elektronen der Atome im 
Kristall an, wodurch diese selbst Wellenfronten gleicher Wellenlängen, auch Sekundär-
strahlung genannt, abgeben. Dabei legen diese Wellen je nach Entstehungsort und Geometrie 
des Kristallgitters unterschiedlich lange Wegstrecken zurück (Gangunterschied), wodurch es 
aufgrund einer Phasenverschiebung zur Verstärkung oder auch Auslöschung der 
Sekundärwellen gleicher Phase kommen kann. Die dem Interferenzmuster zugrunde 
liegende Beziehung wird durch die Bragg-Gleichung beschrieben. Dabei wird in diesem 
Modell die Beugung der Röntgenstrahlung als Reflexion an den Kristallebenen dargestellt, 
wobei jedoch keine echte Reflexion stattfindet, sondern eine Abschwächung des Röntgen-
strahls sowie eine Anregung der Elektronen des untersuchten Stoffes vorliegt. Der Röntgen-
strahl interagiert mit den Elektronen aller Atome in der untersuchten Struktur, wodurch ein 
Streuungsmuster, das für die Partikelstruktur charakteristisch ist, resultiert. Die Struktur-
informationen können anschließend mithilfe einer geeigneten Software aus dem Streuungs-
muster errechnet werden [Anton Paar GmbH , Keck und Müller 2010, Santner und Platthaus 
2007]. 
Ein Spezialfall der Röntgendiffraktometrie ist die Kleinwinkel-Röntgenstreuung (small angle 
x-ray scattering, SAXS), die mit Streuwinkeln von 0,1°°- 2° die Erfassung von Strukturen im 
Bereich von 1 nm bis etwa 100 nm ermöglicht. Dabei können durch diese Methode unter 
anderem Informationen zur Partikelgröße, PSD, Partikelform, Porosität oder auch Kristallini-
tät erhalten werden. Die Messungen wurden exemplarisch anhand der Pt-Präparation 
< 20 nm durch Prof. H. Peterlik am Fakultätszentrum für Nanostrukturforschung der Uni-
versität Wien durchgeführt. 
Die Proben für die Partikelgrößenbestimmung mittels SAXS werden analog zu jenen der 
DLS-Messungen vorbereitet. Die Untersuchungen erstrecken sich im Unterschied dazu 
jedoch lediglich auf Partikelsuspensionen in 10 % FKS-haltigem Medium über einen 
Konzentrationsbereich von 0,0001 ng/cm² – 100 µg/cm². Den Berechnungen zur 
Konzentration der untersuchten Suspensionen wird die Fläche einer Gewebekulturschale mit 
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6 cm Durchmesser mit einem Inkubationsvolumen von 5 ml zugrunde gelegt (siehe Tabelle 
6.6). Anschließend wird die Konzentration bei konstantem Volumen auf ein Gehalt von 
100 µg/cm² erhöht. Alle weiteren Konzentrationsschritte werden durch 1:10 Verdünnungen 
der jeweils vorangehenden Konzentrationsstufe in Inkubationsmedium hergestellt und an-
schließend vermessen. 
6.4.3 Untersuchungen zur Stabilität von Suspensionen (Zeta-Potenzial) 
Die Stabilität von Partikelsuspensionen hängt maßgeblich von der elektrostatischen Ab-
stoßung der Partikel untereinander ab und wird stark durch im Dispersionsmedium ent-
haltene geladene Teilchen beeinflusst. In diesem Zusammenhang stellt das Zeta-(ζ)-Potenzial 
einen wichtigen Parameter zur quantitativen Beurteilung der Stabilität von Suspensionen 
dar. Das ζ-Potenzial ist ein elektrisches Potenzial und bildet sich an der Abscherschicht eines 
bewegten Partikels in Suspension [Holze 2011, Hunter 1981]. 
 
Abbildung 6.2: Schematische Darstellung zur Bildung des Zeta-(ζ)-Potenzials [modifiziert nach Malvern Instruments 2011] 
Kommt es im Zuge von Suspensionsvorgängen von Partikeln zur Ausbildung einer Ober-
flächenladung, wird diese durch Ionen des Suspensionsmediums kompensiert. Dabei lagern 
sich zuerst Ionen entgegengesetzter Ladung direkt an der Partikeloberfläche an und bilden 
eine starre, fest an der Oberfläche haftende Schicht aus, die auch als Helmholtz-
Doppelschicht bezeichnet wird. Im weiteren Verlauf erfolgt eine weitere Abschirmung der 
Partikelladung durch unterschiedlich geladene Ionen, die sich in Form einer diffusen Schicht 
locker um die erste herum anordnen, wodurch der Partikel nach außen hin neutral erscheint. 
Dieses Phänomen wird auch als Gouy-Chapman-Doppelschicht bezeichnet. Eine Weiter-
entwicklung der Doppelschichttheorie wird durch die sogenannte Stern-Doppelschicht be-
schrieben, die Teile der beiden anderen Schichten in sich vereinigt. Bewegen sich die 
Partikel, bspw. aufgrund eines elektrischen Feldes, in der Suspension, wird die diffuse 
Schicht infolge von Reibung teilweise abgeschert, wodurch die Ladungsneutralität auf-
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gehoben wird und der Partikel wieder eine Ladung besitzt. Das dabei auftretende Potenzial 
wird als das ζ-Potenzial bezeichnet. Abbildung 6.2 zeigt eine stark vereinfachte Darstellung 
zur Ausbildung des ζ-Potenzial. Das ζ-Potenzial stellt somit das nach außen wirksame 
Potenzial der Teilchen dar und bestimmt deren elektrokinetisches Verhalten, weshalb auch 
die Bezeichnung elektrokinetisches Potenzial geläufig ist. Die Geschwindigkeit, mit der ein 
solcher Partikel durch ein elektrisches Feld bewegt wird (elektrophoretische Mobilität), 
hängt neben anderen Faktoren vom ζ-Potenzial ab und kann dadurch in Kombination mit 
DLS-Messungen ermittelt werden [Holze 2011, Hunter 1981]. 
Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgeführten ζ-Potenzialmessungen erfolgten 
teilweise unter Verwendung des Acoustosizer (Colloidal Dynamics) in Zusammenarbeit mit 
der Arbeitsgruppe von Prof. H. P. Schuchmann vom Institut für Lebensmittelverfahrens-
technik, KIT. Des Weiteren wurden eigene Messungen unter Verwendung des Zetasizer 
Nano (Malvern Instruments) erstellt. Alle Messungen zum ζ-Potenzial der SiO2-Partikel 
werden mit Suspensionen durchgeführt, die eine Partikelkonzentration von 1 mg/ml auf-
weisen. Das ζ-Potenzial der Silica-Suspension wird hingegen anhand der Primärsuspension 
mit einem Gehalt von 50 mg/ml ermittelt. Im Fall der Pt-NP erfolgt die Bestimmung mit 
Suspensionen einer Konzentration von 50 µg/cm², die analog zu den DLS-Messungen an-
gesetzt werden (siehe Abschnitt 6.4.1). 
Durchführung 
 Suspensionen mit einer Konzentration von 1 mg/ml (SiO2-Partikel) und 50 µg/ml 
(Pt-NP) der untersuchten NP entsprechend den SOP (siehe Abschnitt 6.3.1 für 
SiO2-Partikel und Abschnitt 6.3.2 für Pt-NP) herstellen. Für die Messung mit dem 
Zetasizer Nano SZ (Malvern Instruments) und Acoustosizer (Colloidal Dynamics) 
werden mindesten 10 ml bzw. 100 ml benötigt. 
 Falls erforderlich, pH-Wert der Suspension mithilfe von verdünnter NaOH auf 7 
einstellen. 
 Unmittelbar im Anschluss daran Proben vermessen. Im Fall des Zetasizers Nano 
(Malvern Instruments), 1 ml der Suspension luftblasenfrei in eine ζ-Potenzial-
Einwegmessküvette pipettieren und Proben vermessen. 
Bei der Messung des ζ-Potenzials in mediumhaltigen Suspensionen ist darauf zu achten, 
dass die Messküvetten nur 1 – 2 x zu verwenden sind, da die Elektroden aufgrund 
organischer Bestandteile oxidieren. 
Auswertung 
Die Angabe des ζ-Potenzials erfolgt in Millivolt. 
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6.5 Zellkultur 
6.5.1 Zelllinien 
6.5.1.1 HT29-Zelllinie 
Die Zelllinie HT29 (DSMZ Nr.: ACC 259) wurde 1964 von J. Fogh aus einem primären 
Adenomkarzinom des Kolons einer 44-jährigen Frau kaukasischen Typs etabliert. Der Tumor 
wird als heterotransplantabel beschrieben und bildet gut differenzierte Tumore ersten 
Grades aus. Die Zellen der Zelllinie weisen einen hypertriploiden Karyotyp mit 17,5 % 
Polyploidie auf. Sie ist eine adhärent und epithelartig wachsende, als Monolayer zu 
kultivierende Zelllinie, mit einer Verdopplungszeit zwischen 40 h und 60 h [DSMZ 2011]. 
6.5.1.2 Caco-2-Zelllinie 
Die Zelllinie Caco-2 (DSMZ Nr.: ACC 169) wurde 1974 von J. Fogh aus einem primären 
Adenomkarzinom des Kolons eines 72-jährigen Manns kaukasischen Typs etabliert. Unter 
speziellen Bedingungen kultiviert, differenzieren die Zellen zu einem polarisierten 
Mikrovilli und tight junctions ausbildenden Phänotyp, der morphologisch wie funktionell 
den Enterozyten des Dünndarms ähnelt. Die Zelllinie ist eine adhärent und epithelartig 
wachsende, als Monolayer zu kultivierende Zelllinie mit einer Verdopplungszeit von ca. 80 h 
[DSMZ 2011, Hidalgo et al. 1989]. 
6.5.2 Kultivierung als Monolayer 
Die Kultivierung der Zellen erfolgt im Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % relativer 
Luftfeuchtigkeit. Als Kulturmedium für die HT29-Zellen wird Dulbecco’s Modified Eagle’s 
Medium (DMEM mit 4,5 g/l Glukose, mit L-Glutamin, ohne Na-Pyruvat verwendet. 
Caco-2-Zellen werden in DMEM/F12 (mit L-Glutamin, 3,15 g/l Glukose und 15 mM HEPES, 
ohne Na-Bicarbonat, Sigma-Aldrich, Fluka) unter Zusatz von 1,2 g/l Na2CO3 kultiviert. 
Darüber hinaus erfolgt die Kultivierung unter Zusatz von 10 % hitzeinaktiviertem (30 min 
bei 56 °C) fötalem Kälberserum (FKS) sowie bei 1 % Penicillin/Streptomycin (P/S, 10000 Ein-
heiten bzw. 10000 µg/ml). FKS wird aufgrund der enthaltenen Wachstumsfaktoren und 
Hormone zur Wachstumsförderung und P/S zum Schutz vor einer bakteriellen Infektion zu-
gesetzt [Lindl und Gstraunthaler 2008]. 
6.5.2.1 Mediumwechsel 
Aufgrund einer Anreicherung der beim Zellwachstum gebildeten Stoffwechselprodukte im 
Medium bei gleichzeitiger Abnahme der Nährstoffe ist zur Gewährleistung eines gleich-
mäßigen Zellwachstums etwa alle 2 – 4 Tage ein Wechsel des Zellkulturmediums erforder-
lich. Dabei ist der Zeitpunkt anhand des im Medium enthaltenen Indikators Phenolrot, der 
infolge einer Absenkung des pH-Werts von rot nach gelb umschlägt, zu erkennen. Befinden 
sich die Zellen in einer subkonfluenten Wachstumsphase, so wird das verbrauchte Medium 
mithilfe einer Pasteurpipette abgesaugt und durch frisches, auf 37 °C vorgewärmtes Medium 
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ersetzt. Die zugesetzte Menge orientiert sich an der Kulturflasche und beträgt bei einer 
Wachstumsfläche von 80 cm² bzw. 175 cm² jeweils 20 ml bzw. 40 ml. Erreichen die Zellen 
hingegen eine Konfluenz von 70 % - 80 % muss eine Subkultivierung (Passagieren) durch-
geführt werden [Lindl und Gstraunthaler 2008].  
6.5.2.2 Subkultivierung (Passagieren) 
Wird durch die Zellen die gesamte Wachstumsfläche bedeckt (konfluenter Monolayer), 
wachsen viele Tumor- bzw. transformierte Zellen gar nicht mehr oder aber als Second- bzw- 
Polylayer weiter. Dabei sinkt infolge einer zu hohen Zelldichte die Proliferationsrate stark 
ab. Des Weiteren kann es beim Erreichen der Maximaldichte zum Ablösen des Zellrasens 
vom Flaschenboden und somit zu einem Absterben der Zellen kommen. Aufgrund dessen ist 
bei Erreichen einer Konfluenz von 70 % - 80 % eine Subkultivierung (Passagieren) der Zellen 
notwendig [Lindl und Gstraunthaler 2008]. 
Durchführung 
 Vorhandenes Medium mithilfe einer sterilen Pasteurpipette absaugen. 
 Zur Entfernung von toten Zellen und Mediumresten Zellrasen mit 5 ml 37 °C 
warmer phosphatgepufferter Salzlösung (phosphate buffered salin; PBS) waschen.  
 Zellrasen mit Trypsinlösung (ca. 2,5 ml für eine Kulturflasche mit 175 cm² 
Wachstumsfläche) überschichten und im Brutschrank bei 37 °C inkubieren 
(HT29-Zellen ca. 2 - 3 min, Caco-2-Zellen ca. 5 - 7 min). 
 Zellen zum Inaktivieren des Trypsins in 10 ml 10 % FKS-haltigem DMEM re-
suspendieren. 
Im Anschluss daran wird eine ausreichende Anzahl an Zellen in der Kulturflasche belassen, 
mit einer entsprechenden Menge frischem 37 °C warmen Nährmedium versetzt (40 ml bei 
einer Kulturflasche mit 175 cm² Wachstumsfläche) und unter den in Abschnitt 6.5.2 be-
schriebenen Bedingungen weiter kultiviert. Die verbleibende Zellsuspension wird für Ver-
suchszwecke verwendet oder aber verworfen. Nach 2 – 3 Subkultivierungen sollte die Zell-
kulturflasche gewechselt werden. Zwischen zwei Subkultivierungen sollte ein Zeitraum von 
mindestens 24 h liegen damit sich die Zellen absetzen und wieder anwachsen können. 
Darüber hinaus stellt die beschriebene Prozedur einen hohen Stressfaktor für die Zellen dar, 
weshalb es im Zuge einer hohe Passagenzahl zu physiologischen Veränderungen der Zellen 
kommen kann. Daher ist grundsätzlich darauf zu achten, dass nach etwa 30 Passagen (ab-
hängig von der Zelllinie) die Zellen verworfen und durch frisch in Kultur genommene 
Zellen ersetzt werden (siehe Abschnitt 6.5.2.4) [Lindl und Gstraunthaler 2008]. 
6.5.2.3 Anlegen und Lagerung von Zellstocks 
Zur längerfristigen Lagerung und Vorratshaltung können die Zellen in flüssigem Stickstoff 
bei -196 °C eingefroren werden. Auch eine Lagerung bei -80 °C ist über kürzere Zeiträume 
möglich, jedoch kann die Viabilität aufgrund von Eiskristallbildung deutlich abnehmen. Als 
Frostschutzmittel dienen vor allem Glycin und DMSO, indem diese die Kristallbildung 
durch partielle Dehydration verhindern [Lindl und Gstraunthaler 2008]. 
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Durchführung 
 Nach Abtrypsinieren der Zellen diese in 10 ml 10 % FKS-haltigem Medium auf-
nehmen (siehe Abschnitt 6.5.2.2). 
 Pro Zellstock jeweils 500 µl einer Mischung aus DMSO und FKS (Verhältnis 1:2,3) in 
ein Kryoröhrchen vorlegen und 1 ml Zellsuspension mit einer Zellzahl von 
mindestens 1 x 106 zugeben. Ansatz durch leichtes Umschwenken durchmischen. 
 Zellstocks direkt im Anschluss bei -20 °C für 24 h einfrieren und anschließend bei 
-80 °C bzw. -196 °C lagern. 
6.5.2.4 Inkulturnahme von Zellen 
Die Inkulturnahme sollte möglichst zügig durchgeführt werden, um einen Viabilitätsverlust 
durch die zytotoxischen Eigenschaften des Frostschutzmittels (DMSO) zu vermeiden [Lindl 
und Gstraunthaler 2008]. 
Durchführung 
 Den gefrorenen Zellstock unter leichtem Schwenken bei 37 °C im Wasserbad auf-
tauen. 
 Unmittelbar nach dem Auftauen die Zellen mit der 10-fachen Menge (10 ml) an 20 % 
FKS-haltigem Kulturmedium versetzen. 
 Zellsuspension bei Raumtemperatur (RT) für 5 min bei 130g abzentrifugieren. 
 Überstand absaugen und Zellpellet mit 5 ml 20 % FKS-haltigem Medium re-
suspendieren. 
 In einer kleinen Zellkulturflasche (25 cm² Wachstumsfläche) 5 ml 20 % FKS-haltiges 
Medium vorlegen und dahin Zellsuspension überführen. 
Die Zellen werden bis zum Erreichen einer konfluenten Wachstumsphase in 20 % 
FKS-haltigem Medium kultiviert. Im Zuge anschließender Subkultivierungen wird auf 10 % 
FKS-haltiges Medium umgestellt. In Abhängigkeit von der Zelllinie können die Zellen nach 
etwa weiteren 10 Tagen (gültig für HT29-Zellen) für Untersuchungen eingesetzt werden 
[Lindl und Gstraunthaler 2008]. 
6.5.2.5 Zellzahlbestimmung und Viabilität 
Die Bestimmung der Zellzahl erfolgt nach Anfärbung eines definierten Volumens der Zell-
suspension mit den Diazofarbstoff Trypanblau (siehe Abbildung 6.3). Die anschließende 
lichtmikroskopische Auszählung der 
Zellen wird mithilfe einer Neubauer-
Zählkammer (Hämozytometer) durch-
geführt. Die Zählkammer weist eine 
Vertiefung mit einem eingeätzten 
Gitter auf. Das Zählgitter besteht aus 
3 x 3 Quadraten mit einer Kantenlänge Abbildung 6.3: Strukturformel von Trypanblau 
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von je 1 mm, wodurch jedes Quadrat eine Grundfläche von 1 mm² aufweist. Durch Auflegen 
eines speziellen Deckglases entsteht durch diese Vertiefung ein Zwischenraum mit einem 
definierten Volumen, der pro Quadrat 0,1 µl beträgt. Im Zuge der Auszählung werden ledig-
lich die Zellen der vier Eckquadrate (Q1 – Q4) berücksichtigt [Lindl und Gstraunthaler 2008]. 
Die Zellzahlbestimmung mittels Trypanblauausschluss beruht auf dem Prinzip, dass der 
saure Farbstoff durch lebende Zellen nicht aufgenommen wird, jedoch durch die durch-
lässige Zellmembran toter Zelle diffundieren kann, was zu einer Anfärbung zellulärer 
Proteine führt, die die toten Zellen unter dem Mikroskop blau erscheinen lässt. Im Anschluss 
an die Anfärbung werden sowohl die lebenden (weiß dargestellt) als auch die toten Zellen 
(blau dargestellt) jedes Eckquadrats nach dem in Abbildung 6.4 dargestellten Muster gezählt. 
Dabei ist darauf zu achten, dass Zellen, die auf den das Quadrat begrenzenden Linien liegen 
nur auf zwei Seiten mitgezählt werden, während die restlichen (grau dargestellt) ver-
nachlässigt werden [Lindl und Gstraunthaler 2008]. 
 
Abbildung 6.4: Schematische Darstellung einer Neubauer-Zählkammer mit den Eckquadraten Q1 – Q4  
[modifiziert nach Lindl und Gstraunthaler 2008]. 
Anschließend kann die Anzahl der lebenden Zellen in der Suspension pro Milliliter (nleb) 
durch Gleichung (6.1) berechnet werden: 
 
             
 
 
   
 
   
 (6.1) 
Werden zusätzlich auch die toten Zellen der Eckquadrate erfasst, kann sowohl die Gesamt-
zellzahl     (siehe Gleichung (6.2)) als auch die prozentuale Viabilität           (siehe 
Gleichung (6.3)) der Zellen mithilfe folgender Gleichungen berechnet werden: 
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(6.3) 
    = Anzahl der lebenden Zellen pro Eckquadrat 
    = Anzahl der toten Zellen pro Eckquadrat 
   = Verdünnungsfaktor in Trypanblau 
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Durchführung 
 Frisch passagierte Zellen (siehe Abschnitt 6.5.2.2) resuspendieren und ein Aliquot 
mit einer entsprechenden Menge an Trypanblaulösung versetzen (im Fall der Sub-
kultivierung 1:10 bzw. 20 µl Zellsuspension mit 180 µl Trypanblaulösung). 
 Zellsuspension und Trypanblaulösung vorsichtig vermischen und zwischen Zähl-
kammer und Deckglas (festsitzend) einbringen. 
 Zellen der Eckquadrate mithilfe eines Lichtmikroskops auszählen. 
6.5.2.6 Überprüfung auf Mykoplasmenkontamination 
Mykoplasmen stellen die kleinsten sich selbst vermehrenden Prokaryonten dar, die auf-
grund ihrer Größe (0,22 – 2 µm) ungehindert die üblichen Sterilfilter mit einer Porengröße 
von etwa 0,2 µm passieren können. Darüber hinaus sind Mykoplasmen unempfindlich 
gegenüber den in der Zellkultur eingesetzten Antibiotika. Obwohl eine Mykoplasmen-
kontamination nicht immer eine Beeinträchtigung der Zelllinie nach sich zieht, können diese 
den Stoffwechsel der Zellen beeinflussen, wodurch es zu Artefakten und Fehlinter-
pretationen von Ergebnissen kommen kann. Daher ist eine regelmäßige Überprüfung der 
Zellen auf eine Mykoplasmenkontamination notwendig [Lindl und Gstraunthaler 2008]. 
Durchführung 
 Einen sterilen Superfrost® Objektträger (OT) in eine Gewebekulturschale 
(Ø = 10 cm) mit 10 ml 10 % FKS-haltiges Medium geben. Anschließend einige 
Tropfen der frisch passagierten Zellsuspension (siehe Abschnitt 6.5.2.2) direkt über 
dem OT hinzupipettieren. 
 Die Zellen für 48 h im Brutschrank kultivieren (siehe Abschnitt 6.5.2). 
 Anschließend das Medium mit einer sterilen Pasteurpipette entfernen und die OT in 
einen mit eiskaltem Methanol gefüllten Coplin-Becher stellen und die Zellen für 
mindestens 30 min bei -20 °C fixieren. 
 Zellen mit 3 – 4 Tropfen 4‘,6‘-Diamino-2-phenylindoldihydrochlorid (DAPI) / Sulfo-
rhodamin (SR) 101-Färbelösung anfärben und OT mit einem Deckglas bedecken. 
 OT unter dem Fluoreszenzmikroskop auswerten. 
Auswertung 
Die Überprüfung auf eine Kontamination mit Mykoplasmen erfolgt mithilfe eines 
Fluoreszenzmikroskops. Dabei werden die Fluoreszenzfarbstoffe bei einer Wellenlänge von 
λ = 450 – 490 nm angeregt. Die DNA erscheint unter diesen Bedingungen blau, wohingegen 
das Zytosol rot gefärbt ist. Aufgrund ihres DNA-Gehalts sind Mykoplasmen blau gefärbt, 
weshalb im Falle einer Kontamination kleine blaue Punkte in Kernnähe oder im Zytosol zu 
erkennen sind [Lindl und Gstraunthaler 2008]. 
Alle in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Experimente wurden mit mykoplasmenfreien 
Zellen durchgeführt. 
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6.5.2.7 Medien und Reagenzien für die Zellkultur 
DMEM: + 4,5 g/l Glukose 
+ L(-)-Glutamin 
- Pyruvat 
+ Phenolrot 
  
10 x PBS: 
(phosphate buffered sa-
line; 
phosphatgepufferte 
Salzlösung) 
NaCl 
Na2HPO4 
KCl 
KH2PO4 
1710 mM 
100 mM 
34 mM 
18 mM 
(99,9 g/l) 
(14,2 g/l) 
(2,5 g/l) 
(2,4 g/l) 
 In H2O(bidest.) lösen und mit NaOH auf pH 7,4 einstellen; mit 
H2O(bidest.) genau auf 1 l auffüllen; mit H2O(bidest.) auf 1 x PBS ver-
dünnen und anschließend autoklavieren; Lagerung bei 4 °C. 
Trypsin-Lösung: Trypsin (Rinder-
pankreas 3,6 U/mg) 
EDTA 
10 x PBS 
500 mg 
 
250 mg 
100 ml 
 
 In H2O(bidest.) lösen und über Nacht auf Eis rühren; pH-Wert auf 
7 - 7,4 einstellen und mit H2O(bidest.) auf genau 1 l auffüllen; steril 
filtrieren (Porengröße 0,22 µm) und zu 5 ml aliquotieren; Lagerung 
bei -20 °C. 
Trypanblaulösung: Trypanblau 
NaCl 
KH2PO4 
0,4 % (w/v) 
0,81 % (w/v) 
0,06 % (w/v) 
 
 In H2O(bidest.) lösen und steril filtrieren. 
DAPI/SR 101-Lösung: TRIS 
NaCl 
DAPI 
SR 101 
200 mM 
200 mM 
8 µM 
50 µM 
24,23 g/l 
11,69 g/l 
0,003 g/l 
0,03 g/l 
 In H2O(bidest.) lösen und auf pH 7,6 einstellen. 
Fötales Kälberserum: 
(FKS) 
Gebrauchsfertige Lösung; im Wasserbad bei 56 °C für 30 min 
hitzeinaktivieren; in 5 ml und 50 ml Aliquote aufteilen; Lagerung 
bei -20 °C. 
6.6 Untersuchung der zellulären Aufnahme mittels Elektronen-
mikroskopie 
Die zelluläre Aufnahme sowie die subzelluläre Lokalisation der in dieser Arbeit unter-
suchten Nanomaterialien durch HT29-Zellen wurde mittels Rastertransmissionselektronen-
mikroskopie (scanning transmission electron microscopy; STEM) untersucht. Im Zusammen-
hang mit dieser Aufnahmetechnik kann grundsätzlich zwischen zwei Detektoranordnungen 
unterschieden werden, die aufgrund des Streuwinkels der transmittierten e- in Hellfeld 
(bright field; BF) und Dunkelfeld (dark field; DF) eingeteilt werden. Während die Detektoren 
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der BF-Elektronen direkt in der optischen Achse des Mikroskops liegen, sind die 
DF-Detektoren konzentrisch um diese herum angeordnet, weshalb diese auch als annulare 
DF-Detektoren bezeichnet werden. Werden die e- stärker gestreut und von Detektoren in 
einem noch größeren Winkel erfasst, werden diese auch mit dem Begriff high angle annular 
dark field (HAADF)-Detektoren bezeichnet. Da die Streuwinkel proportional zur Kern-
ladungszahl Z sind, erscheinen auf solchen Aufnahmen vor allem schwere Elemente hell 
während Strukturen aus leichteren Elementen, wie C und N grau abgebildet werden. Aus 
diesem Grund lassen sich mithilfe dieser Methode vor allem metallische NP wie Pt-NP aber 
auch halbmetalloxidische SiO2-NP gut und mit hohem Kontrast innerhalb der zellulären 
Matrix nachweisen [Flegler et al. 1995]. Im Zuge der Untersuchungen zur zellulären Auf-
nahme von Pt-NP und SiO2-NP in HT29 wurden sowohl BF- als auch HAADF-STEM-
Aufnahmen angefertigt. Alle elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden durch Mit-
arbeiter der AG von Prof. D. Gerthsen am Laboratorium für Elektronenmikroskopie der 
Fakultät für Physik, KIT, erstellt. 
Zur Vorbereitung der biologischen Proben werden die HT29-Zellen auf porösen 
Transwell®-Polycarbonatmembranen einer 6-Lochplatte (Corning Life Science, USA, 
Ø = 24 mm, Porengröße = 0,4 µm, Produktnr. 3412) kultiviert und anschließend mit den ver-
schiedenen Partikelpräparationen inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit werden die 
exponierten Zellen in ein Polymerharz (Epon 812) eingebettet, wobei zuvor eine Fixierung 
mittels Glutaraldehyd sowie eine Kontrastierung mit OsO4 erfolgt. OsO4 vernetzt dabei be-
vorzugt ungesättigte Doppelbindungen der Lipide in den Zellmembranen. Dies hat zum 
einen eine Erhöhung der Kontrastierung der Zellmembranen zur Folge, zum anderen führt 
diese Vernetzung auch zu einer Fixierung und Aufhebung der osmotischen Wirkung. Da das 
Epoxidharz (Epon 812), in dem die Zellen eingebettet werden, nicht kompatibel mit H2O ist 
und Spuren davon zu einer Trübung sowie zu einer Unterbrechung der Polymerisation des 
Harzes führen, müssen die Proben im Anschluss an die Kontrastierung mit einem an-
steigenden Ethanolgradienten entwässert werden. Da auch Ethanol nicht mischbar mit dem 
Epoxidharz ist, wird nochmals ein Austausch des Mediums hin zu Propylenoxid vor-
genommen. Anschließend erfolgt die Einbettung im Epoxidharz und nach Aushärtung die 
Anfertigung 50 nm dicker Schnitte mithilfe eines Ultramikrotoms, die schließlich im 
Elektronenmikroskop untersucht werden können. 
6.6.1 Zellkultivierung und Partikelinkubation  
Durchführung 
 Damit die Zellen besser anwachsen, die Membranen der Transwell®-Platte 24 h vor 
dem Ausstreuen der HT29-Zellen im Inkubationsmedium äquilibrieren. Dafür 
werden in das obere Kompartiment 1,5 ml und in das untere Kompartiment 2,6 ml 
gegeben und bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % relativer Luftfeuchtigkeit im Brutschrank 
inkubiert. 
 Nach 24 h Medium mithilfe einer sterilen Pasteurpipette absaugen und 6 x 105 
HT29-Zellen in 1,5 ml 10 % FKS-haltigem Zellkulturmedium im oberen Komparti-
ment ausstreuen und für 48 h bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % relativer Luftfeuchtigkeit 
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im Brutschrank anwachsen lassen. In das untere Kompartiment werden 2,6 ml des 
Inkubationsmediums gegeben. 
 Anschließend Medium mithilfe einer sterilen Pasteurpipette erst im unteren, dann 
im oberen Kompartiment absaugen. Zellen mit 1,5 ml (Pt-NP) bzw. 1,45 ml 
(SiO2-NP) der nach SOP (siehe Abschnitt 6.3.1 bzw. 6.3.2) suspendierten NP 
inkubieren. Die eingesetzten Partikelkonzentrationen betragen im Fall der 
Pt-NP < 20 nm 50 µg/cm² (≙ 155 µg/ml bzw. 790 µM) und bei einer Inkubation mit 
SiO2-NP 31,3 µg/cm² (100 µg/ml). In das untere Kompartiment werden 2,6 ml des 
Inkubationsmediums gegeben. 
6.6.2 Zellaufarbeitung, Fixierung und Entwässerung 
Durchführung 
Die Zellen müssen während der gesamten Aufarbeitung immer mit Puffern benetzt sein, da 
es ansonsten zu Schäden an der Zellstruktur kommen kann. Des Weiteren wird empfohlen, 
die Membranstücke bei jedem Wasch- und Behandlungsschritt mittels einer Pinzette immer 
in ein neues 0,5 ml Reagiergefäß zu überführen anstatt die betreffenden Lösungen mithilfe 
einer Pipette auszutauschen. 
 Nach Ablauf der Inkubationszeit Inkubationsmedium vorsichtig absaugen und den 
Membraneinsatz in eine mit 37 °C warmem PBS gefüllte Gewebekulturschale setzen. 
 Zellrasen vorsichtig mit 37 °C warmem PBS benetzen. 
 Mithilfe einer Hautbiopsiestanze (Ø = 4 mm, Kai Medical) kreisrunde Membran-
stücke ausstanzen. 
 Etwa 0,4 ml vorgewärmtes (37 °C) Karnovskys Fixativ in 0,5 ml Reagiergefäße vor-
legen, Membranstücke zur Fixierung hineingeben und bei 4 °C über Nacht ein-
wirken lassen. 
 Die Membranstücke 2 x mit 4 °C kaltem PBS für jeweils 10 min waschen. 
 Die Membranstücke auf Eis für 45 min mit einer 4 °C 1%igen OsO4-Lösung be-
handeln. Die Reagiergefäße während der Einwirkzeit vor Licht schützen. 
 Zur Entfernung von überschüssigem OsO4 Membranstücke 2 x für jeweils 15 min in 
4 °C kaltem PBS waschen. 
 Zur Entwässerung der Proben die in 0,5 ml Reagiergefäßen vorliegenden Membran-
stücke in einen Überkopfschüttler einspannen und mit den folgenden eiskalten 
Wasser-Ethanol-Mischungen in aufsteigender Reihenfolge für die angegebenen 
Zeiten behandeln. 
 30%iges Ethanol 2 x 15 min 
 50%iges Ethanol 2 x 15 min 
 70%iges Ethanol 2 x 15 min 
 95%iges Ethanol 2 x 15 min 
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 100%iges Ethanol (getrocknet) 4 x 15 min 
 Nach der Entwässerung erfolgt der Austausch von Ethanol gegen das Intermedium 
Propylenoxid.  
 100%iges Propylenoxid (getrocknet) 2 x 5 min 
6.6.3 Einbettung in Epoxidharz (Epon 812) 
Durchführung 
Alle Einbettungsschritte werden ebenfalls mithilfe eines Überkopfschüttlers durchgeführt. 
 Im Anschluss an die Propylenoxidbehandlung Membranstücke in einer ersten Ein-
bettungsstufe für 60 min mit einer Einbettungsharz-Propylenoxid-Mischung 
(30 % : 70 %) behandeln. 
 In einer zweiten Einbettungsstufe, Membranstücke über Nacht bei RT mit einer Ein-
bettungsharz-Propylenoxid-Mischung (70 % : 30 %) behandeln. 
 Als dritte Einbettungsstufe folgt eine 6-stündige Behandlung mit 100%igem Ein-
bettungsharz. 
 Die Aushärteformen zur Hälfte mit Epoxidharz befüllen und 60 min bei 60 °C an-
härten lassen, damit die Membranstücke nicht auf den Boden sinken. 
 Membranstücke in die Aushärteformen geben, mit Epoxidharz auffüllen und für 
72 h bei 60 °C aushärten lassen. 
6.6.4 Anfertigung der STEM-Aufnahmen 
Die ausgehärteten Formen wurden zur weiteren Untersuchung an das Laboratorium für 
Elektronenmikrokopie, KIT, geschickt, an dem die STEM-Aufnahmen angefertigt wurden. 
Dort werden mithilfe eines Ultramikrotoms (Leica EM UC6) 50 nm dicke Schnitte erstellt, die 
auf ein TEM-Kupfergitter gelegt werden. Die Schnitte werden anschließend unter Erstellung 
von BF- und HAADF-STEM-Aufnahmen unter Verwendung eines FEI Dualbeam Strata 400S 
Mikroskops bei Beschleunigungsspannungen von 10 – 30 keV untersucht. 
6.6.5 Reagenzien 
PBS: 4 °C / 37 °C (siehe Abschnitt 6.5.2.7) 
20%ige Paraform-
aldehydlösung: 
6,6 M 200 g/l  
 8 g unter Rühren und leichtem Erwärmen (40 C) in 40 ml 
H2O(bidest.) lösen; Zugabe einiger Tropfen 1 M NaOH, bis die 
Lösung klar wird; Lagerung bei 4 °C. 
Cacodylatpuffer: Natriumcacodylat 0,2 M (42,8 g/l) 
 10,7 g in 50 ml H2O(bidest.) lösen und mit 0,1 M HCl auf pH 7,3 
einstellen; Lagerung bei 4 °C. 
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Karnovskys Fixativ: Paraformaldehydlösung 
Glutaraldehydlösung 
Cacodylatpuffer 
H2O(bidest.) 
20 % 
50 % 
0,2 M 
0,5 ml 
1,25 ml 
40 ml 
8,25 ml 
 Fixativ immer frisch ansetzen. 
1%ige Osmiumtetroxid-
lösung: 
OsO4-Lösung  
(gebrauchsfertige Lösung für 
die Elektronenmikroskopie) 
Cacodylatpuffer 
H2O(bidest.) 
4 % (w/v) 
 
 
0,2 M 
 
5 ml 
 
 
10 ml 
10 ml 
 Im Abzug herstellen; OsO4-Lösung in einem absolut sauberen 
Gefäß zusammensetzen; Lagerung im Dunkeln bei 4 °C 
Ethanol (getrocknet): Unvergällt; Ethanol durch Zugabe eines aktivierten Molekular-
siebs mit einer Porenweite von 0,3 nm (3 Å) trocknen. 
Ethanolgradient: 30 % (v/v) 
50 % (v/v) 
70 % (v/v) 
95 % (v/v) 
100 % (siehe Ethanol getrock-
net) 
  
 Mit H2O(bidest.) herstellen. Die Verdünnungsstufen bei -20 °C 
lagern. 
Propylenoxid: 100 % für Elektronenmikroskopie. Durch Zugabe eines 
aktivierten Molekularsiebs mit einer Porenweite von 0,3 nm 
(3 Å) trocknen. 
Epoxidharz-Lösung A: Glycidether 100 (Epon 812) 
Dodecenylbernsteinsäure-
anhydrid (DDSA) 
29,4 g 
 
21,8 g 
 
 Die viskosen Reagenzien zur einfacheren Dosierung auf 60 °C 
vorwärmen. In einem Becherglas 30 min unter Rühren ver-
mischen. 
Epoxidharz-Lösung B: Glycidether 100 (Epon 812) 
Methylnadicanhydrat (MNA) 
27,4 g 
24,4 g 
 
 Die viskosen Reagenzien zur einfacheren Dosierung auf 60 °C 
vorwärmen. In einem Becherglas 30 min unter Rühren ver-
mischen. 
Epoxidharz: Epoxidharz-Lösung A und Epoxidharz-Lösung B zusammen-
geben und 30 min unter Rühren vermischen. Anschließend 1,8 g 
Dimetylaminomethylphenol (DMP-30, Beschleuniger) zugeben 
und nochmals 30 min unter Rühren vermischen. 
Das fertige Harz wird in 10 ml Spritzen aufgezogen und ist bei -
20 °C bis zu 6 Monate lagerbar. 
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6.7 Methoden zur Proteinbestimmung 
Die Quantifizierung des zellulären Proteins erfolgte mithilfe zwei verschiedener Methoden. 
Dabei wurden im Zusammenhang mit der Western Blot-Analyse die Proteingehalte mit der 
von Bradford [1976] entwickelten Methode bestimmt, wohingegen die Protein-
konzentrationen im Zuge des GSH-Assays mithilfe der Bicinchoninsäure (BCA) ermittelt 
wurden. 
6.7.1 Proteinbestimmung nach Bradford 
Die Proteinbestimmung nach Bradford beruht auf einer unspezifischen Ausbildung von 
Komplexen des Triphenylmethanfarbstoffs Coomassie®-Brilliant-Blue G-250 mit kat-
ionischen und unpolaren Seitenketten der AS in Proteinen unter sauren Bedingungen. 
Aufgrund der Bindung wird der Farbstoff in seiner Sulfonatform stabilisiert und das Ab-
sorptionsmaximum des freien kationischen Farbstoffs von λ = 470 nm (rot) hin zu einer 
Wellenlänge von λ = 595 nm (blau) verschoben. Die Anlagerung an die AS erfolgt innerhalb 
von 2 min, wobei die ausgebildeten Komplexe bis zu 1 h stabil sind. Die Methode ermöglicht 
eine Proteinquantifizierung bis in den unteren Mikrogrammbereich (Nachweisgrenze 
0,5 µg/ml Protein) [Bradford 1976]. 
-
 
Abbildung 6.5: Strukturformel von Coomassie®-Brilliant-Blue G-250 in der Sulfonatform 
Durchführung 
 Die Standardgerade über einen Konzentrationsbereich von 0,2 – 1,6 mg/ml wird 
ausgehend von einer BSA-Standardlösung (2 mg/ml) nach dem in Tabelle 6.7 dar-
gestellten Schema erstellt. 
Tabelle 6.7: Pipettierschema zur Erstellung der BSA-Standardreihe 
Endkonzentration [mg/ml] BSA-Standardlösung [µl] H2O(bidest.) [µl] 
0,2 20 180 
0,4 40 160 
0,6 60 140 
0,8 80 120 
1,0 100 100 
1,2 120 80 
1,4 140 60 
1,6 160 40 
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 Das im Zuge der Western Blot-Analyse gewonnene Zelllysat 1:10 in H2O(bidest.) ver-
dünnen. 
 Jeweils 10 µl der Proben, der Standardgeraden (0,2 – 1,6 mg/ml) sowie der 
Kontrollen (Probenpuffer, H2O(bidest.)) in ein mit 1 ml Bradford-Reagenz befülltes 
1,5 ml Reagiergefäß überführen und gut durchmischen. 
 Alle Proben als Triplikate von je 200 µl in eine 96-Lochplatte pipettieren und bei 
λ = 595 nm im Mikrotiterplattenlesegerät vermessen. 
Auswertung 
Die Berechnung der Proteingehalte der Proben erfolgt durch lineare Regression mithilfe der 
Standardgeraden nach Abzug des Kontrollwertes (H2Obidest.). 
Reagenzien 
Bradford-Reagenz: Coomassiie®-Brilliant-Blue G-250 
Ethanol (EtOH) 
H3PO4 
100 mg 
50 ml 
100 ml 
 Mit H2O(bidest.) auf 1 l auffüllen; 4 Wochen stehen lassen 
und anschließend filtrieren; Lagerung im Dunklen bei RT. 
Proteinstammlösung: BSA-Standard 2 mg/ml 
Proteinstandardlösungen: Konzentrationsbereich 0,2 – 1,6 mg/ml mit H2O(bidest.) ver-
dünnt (siehe Tabelle 6.7). 
6.7.2 Proteinbestimmung mittels Bicinchoninsäure 
Die Quantifizierung des Proteingehalts mittels Bicinchoninsäure (bicinchonic acid; BCA) 
basiert, ähnlich wie die Bestimmungsmethode nach Lowry [Lowry et al. 1951] auf der Aus-
bildung eines farbigen Cu+-Komplexes in Gegenwart von Proteinen [Smith et al. 1985]. Die 
Reaktion besteht aus zwei Teilschritten, wobei im ersten Schritt eine Reduktion der als 
CuSO4 vorliegenden Cu2+-Ionen zu Cu+ durch die Peptidbindungen der Proteine sowie 
durch die Seitenketten der AS Cystein, Tyrosin und Tryptophan erfolgt. Die temperatur-
abhängige Reaktion läuft unter alkalischen Bedingungen ab, wobei die Menge an 
reduziertem Cu2+ proportional zum Proteingehalt der untersuchten Lösung ist. Im zweiten 
Schritt bildet ein Cu+-Ion mit je zwei BCA-Molekülen einen violetten Chelatkomplex aus 
(siehe Abbildung 6.6), der ein Absorptionsmaximum bei einer Wellenlänge von λ = 562 nm 
aufweist und dessen Konzentration fotometrisch vermessen werden kann [Smith et al. 1985]. 
Durch Erstellen einer Standardgeraden kann nach linearer Regression der Proteingehalt der 
untersuchten Proben ermittelt werden. Die Methode ermöglicht ähnlich der Protein-
bestimmung nach Bradford (siehe Abschnitt 6.7.1) eine Proteinquantifizierung bis in den 
unteren Mikrogrammbereich (etwa 0,5 µg/ml Protein). 
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Cu+-BCA-Komplex
(violett)
Cu+ + 2 BCA
Protein + Cu2+ Cu+
Abbildung 6.6: Reaktionsgleichung zur Proteinbestimmung mittels Bicinchoninsäure 
Durchführung 
 Ausgehend von einer BSA-Standardlösung (2 mg/ml) wird eine Proteinstandard-
gerade über einen Konzentrationsbereich von 0,02 – 1,8 mg/ml (siehe Abschnitt 
6.7.1) nach dem in Tabelle 6.7 dargestellten Schema erstellt. Abweichend hiervon 
wird der Proteinstandard nicht in H2O(bidest.), sondern in A/B-Puffer verdünnt (siehe 
Abschnitt 6.9.1.2). Als Blindwert ist ebenfalls A/B-Puffer mitgeführt. 
 Je 25 µl der Proteinstandardlösungen in eine 96-Lochplatte pipettieren und mit 
175 µl BCA-Reagenz versetzen. Die Standardgerade wird jeweils in Duplikaten be-
stimmt. 
 Die Proben derart verdünnen, dass sie im Konzentrationsbereich der Standard-
geraden liegen. Im Zusammenhang mit dem GSH-Assay kann eine 
1:10-Verdünnung der Zellsuspension (10 µl/100 µl) in A/B-Puffer als Richtwert ver-
wendet werden (siehe Abschnitt 6.9.1.2). 
 Die gesamten 100 µl der verdünnten Probenlösung mit 700 µl BCA-Reagenz ver-
setzen. 
 Im Anschluss daran die 96-Lochplatte mit der Standardgeradem im Brutschrank 
sowie die Proben im Heizrüttler mit 1400 Umdrehungen pro Minute (rounds per 
minute; rpm) schütteln und bei 37 °C zeitgleich für genau 30 min reagieren lassen. 
 Nach Ablauf der Reaktionszeit die Proben und die Standardgerade auf Eis stellen, 
um die Reaktion abzustoppen. 
 Alle Proben als Triplikate von je 200 µl in die 96-Lochplatte der Standardgeraden 
pipettieren und diese bei λ = 595 nm im Mikrotiterplattenlesegerät vermessen. 
Auswertung  
Die Berechnung der Proteingehalte der Proben erfolgt durch lineare Regression mithilfe der 
Standardgeraden nach Abzug des Kontrollwertes (A/B-Puffer). 
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Reagenzien 
Reagenz A: 
gebrauchsfertige Lösung 
BCA 
Na2CO3 
Na-Tartrat 
NaHCO3 
Substanzen in 0,1 N NaOH gelöst; pH-Wert 11,25. 
Reagenz B: 
gebrauchsfertige Lösung 
CuSO4 x 5H2O; 4 % (w/v) wässrige Lösung  
BCA-Reagenz: 50:1 Mischung aus Reagenz A:B  
Proteinstammlösung: BSA-Standard 2 mg/ml 
Proteinstandardlösungen: Konzentrationsbereich 0,2 – 1,8 mg/ml mit A/B-Puffer 
(siehe Abschnitt 6.9.1.2) verdünnt (siehe Tabelle 6.7). 
6.8 Bestimmung der Zytotoxizität 
Zur Bestimmung des zytotoxischen Potenzials der untersuchten NP wurde eine 
Kombination verschiedener Assays gewählt, die eine Erfassung unterschiedlicher bio-
logischer Endpunkte wie Zellviabilität, Zellwachstum, mitochondriale Aktivität sowie 
Membranintegrität erlauben. Dabei ermöglicht die Bestimmung der Zytotoxizität mithilfe 
verschiedener Testverfahren eine Differenzierung des Einflusses auf unterschiedliche bio-
logische Endpunkte und damit eine Aufklärung der dahinterstehenden Mechanismen. 
Zusätzlich dazu wird durch Bestimmung der Zytotoxizität über unterschiedliche Parameter 
die Wahrscheinlichkeit von falsch-positiven Ergebnissen aufgrund von Wechselwirkungen 
der NP mit dem Testsystem minimiert. Die verwendeten Methoden werden nachfolgend be-
schrieben. 
6.8.1 Bestimmung der Zellviabilität mittels Trypanblauausschluss 
Die Bestimmung der Viabilität mittels Trypanblauausschluss beruht auf der selektiven An-
färbung toter Zellen durch Trypanblau (siehe Abbildung 6.3). Dabei wird der saure Farbstoff 
durch lebende Zellen nicht aufgenommen, kann jedoch durch die durchlässige Zellmembran 
toter Zelle diffundieren, was zu einer Anfärbung zellulärer Proteine führt. Dadurch sind tote 
Zellen unter dem Lichtmikroskop blau gefärbt, wohingegen lebende Zellen hell erscheinen 
Nach Bestimmung der Anzahl toter und lebender Zellen in einer Neubauer-Zählkammer 
kann die prozentuale Viabilität           (siehe Abschnitt 6.5.2.5) ermittelt werden. 
Die Bestimmung der Zellviabilität mittels Trypanblauausschluss erfolgte vor allem in Zu-
sammenhang mit Untersuchungen zum DNA-strangbrechenden Potenzial (siehe Abschnitt 
6.11.1), zur Beeinflussung des zellulären GSH-Spiegels (siehe Abschnitt 6.9.1.2) als auch bei 
der Ermittlung des DNA-assozierten Pt-Gehalts (siehe Abschnitt 6.11.3). 
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Durchführung 
 Zellen gemäß dem Durchführungsprotokoll des betreffenden Assays ausstreuen, 
kultivieren und mit den jeweils nach SOP (siehe Abschnitt 6.3) suspendierten 
Partikeln inkubieren. 
 Zur Entfernung von Zell-, Medium- und Partikelresten Zellen nach Ablauf der 
Inkubationsdauer 2 x mit dem im jeweiligen Durchführungsprotokoll genannten 
Volumen an kaltem PBS (4 °C) waschen. 
 Anschließend Zellen für die im jeweiligen Durchführungsprotokoll genannte Zeit 
abtrypsinieren. 
 Zellen durch eine entsprechende Verdünnung mit Trypanblaulösung anfärben 
(Comet-Assay, 1:2 Verdünnung, GSH-Assay, 1:5 Verdünnung; Pt-DNA-Gehalt, 1:10 
Verdünnung) und die Anzahl an lebenden und toten Zellen bestimmen (siehe Ab-
schnitt 6.5.2.5) 
Auswertung 
Der Einfluss der Testsubstanz auf die Viabilität der Zellen wird anhand der prozentualen 
Viabilität           bestimmt, die sich durch Gleichung (6.4) berechnen lässt. 
 
        
     
 
   
        
 
 
     (6.4) 
Im Zusammenhang mit den Untersuchungen zum DNA-strangbrechenden Potenzial, der 
Modulation des Redoxstatus und der Bestimmung des DNA-assoziierten Pt-Gehalts wurden 
nur solche Proben berücksichtigt, die eine Viabilität von 80 % und mehr aufwiesen. 
Reagenzien 
Alle benötigten Reagenzien wurden bereits in Abschnitt 6.5.2.7 beschrieben.  
6.8.2 Bestimmung des Zellwachstums mittels SRB-Assay 
Der Einfluss der verschiedenen SiO2-Präparationen auf das Zellwachstum wurde mithilfe 
des von Skehan et al. [1990] entwickelten Sulforhodamin-B-(SRB)-Assays untersucht. Der 
Assay basiert auf der Anfärbung zellulären Proteins durch den Farbstoff SRB (siehe Ab-
bildung 6.7), der unter leicht sauren Bedingungen an basische AS bindet. Anschließend 
kann, nach Entfernung von überschüssigem Farbstoff, der an das zelluläre Protein ge-
bundene Anteil unter basischen Bedingungen (~ pH 10) wieder gelöst und der Gehalt foto-
metrisch bei einer Wellenlänge von λ = 570 nm vermessen werden [Skehan et al. 1990]. 
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Abbildung 6.7: Strukturformel von Sulforhodamin-B (SRB) 
Im Zuge der vorliegenden Arbeit wurde der SRB-Assay lediglich in 10 % FKS-haltigem 
Medium durchgeführt, da andernfalls eine Limitierung von Wachstumsfaktoren zu einer 
Wachstumshemmung der Zellen führen und dadurch eine Fehlinterpretation des Ergeb-
nisses verursachen könnte. Des Weiteren wurde die Zellzahl so gewählt, dass auch nach 
72-stündiger Inkubation die Zellen immer noch eine Konfluenz von maximal 70 % auf-
weisen, um zu vermeiden, dass das Zellwachstum infolge eines Mangels an Wachstums-
fläche zurückgeht. Dadurch bedingt lag die Konfluenz der Zellen zum Zeitpunkt der 
Partikelinkubation im Gegensatz zu den anderen Assays bei ca. 40 % - 50 %. 
Durchführung 
 In Abhängigkeit von der verwendeten Lochplatte bzw. der anschließenden 
Inkubationsdauer HT29-Zellen ausstreuen und für 48 h unter den in Abschnitt 6.5.2 
genannten Bedingungen im Brutschrank kultivieren. 
 24-Lochplatte; anschließende Inkubationsdauer: 24 h = 25000 Zellen, 
48 h = 15000 Zellen, 72 h = 8000 Zellen 
 96-Lochplatte; anschließende Inkubationsdauer: 24 h = 4000 Zellen, 
48 h = 2000 Zellen, 72 h = 1000 Zellen 
 Zellen mit 444 µl (Silica-Suspension) bzw. 594 µl (SiO2-Partikel) der nach SOP (siehe 
Abschnitt 6.3.1) suspendierten Partikel mit den in Tabelle 6.3 angegebenen 
Konzentrationsstufen inkubieren. Die Bestimmung der einzelnen Proben und 
Kontrollwerte erfolgt als Quadruplikat (24-Lochplatte) bzw. Hexaplikat 
(96-Lochplatte), wobei die Kontrolle (Medium) mindestens in zwei nicht auf-
einanderfolgenden Reihen appliziert wird. 
 Nach Ablauf der Inkubationszeit Abstoppen der Substanzinkubation durch Zugabe 
von 50%iger TCA, wobei die Menge 1/10 des Volumens der Partikelinkubation ent-
spricht. 
 Zellen genau 1 h bei 4 °C aufbewahren, um die zum Zeitpunkt des Abstoppens noch 
lebenden Zellen auf dem Plattenboden zu fixieren. 
 Abschütten des Mediumüberstands und verbliebene Zell- und Mediumüberreste 
durch 4 x vorsichtiges Waschen mit Leitungswasser entfernen (großzügig mit 
Becherglas überschütten). 
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 Trocknen der Platte bei RT (alternativ auch bei 37 °C im Trockenschrank möglich). 
 Anfärben der fixierten Zellen durch Zugabe von 50 µl (96-Lochplatte) bzw. 250 µl 
(24-Lochplatte) SRB-Reagenz pro Loch. Lochplatte für genau 30 min im Dunkeln 
stehen lassen. 
 Überschüssiges SRB-Reagenz durch 4 x zügiges Waschen mit Essigsäurelösung ent-
fernen. 
 Trocknen der Lochplatte bei RT. 
 Anschließend SRB-Farbstoff durch Zugabe von TRIS-Base (~pH 10) lösen. Das 
Volumen richtet sich dabei nach den bei der Absorptionsmessung erhaltenen 
Werten, die im linearen Bereich (0,8 – 1,8) liegen müssen (Richtwert bei einer 
24-Lochplatte = 500 µl; bei einer 96–Lochplatte = 40 µl). Vor der Messung die Loch-
platte 5 min schütteln. 
 Fotometrische Vermessung der Proben gegen die reine TRIS-Base (Blindwert) 
mithilfe eines Mikrotiterplattenlesegerät bei einer Wellenlänge von λ = 570 nm. 
Auswertung   
Um den Einfluss der Partikel auf das Wachstum der HT29-Zellen zu ermitteln, werden die 
einzelnen Absorptionswerte jedes Replikats um den Blindwert korrigiert und auf die 
mittlere Absorption der Kontrolle (10 % FKS-haltiges Medium) bezogen. Anschließend 
werden die auf diese Weise erhaltenen relativ zur Kontrolle stehenden Einzelwerte über alle 
Experimente gemittelt, auf 100 % normiert und die dazugehörige Standardabweichung be-
stimmt. Anschließend können mittels Students t-Test signifikante Unterschiede zur Kontrolle 
berechnet werden. 
Zur Berechnung der Konzentration, bei der eine 50%ige Wachstumshemmung vorliegt 
(inhibitory concentration 50; IC50), werden die im Formelverzeichnis angegebenen 
Gleichungen herangezogen. 
Reagenzien  
Trichloressigsäure: 
(trichloroacetic acid; TCA) 
50 % (w/v) in H2O  
Essigsäurelösung: 1 % (v/v) in H2O  
SRB-Reagenz: 0,4 % (w/v) in 1%iger Essigsäurelösung   
TRIS-Base: 10 mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) 
in H2O 
(1,21 g/l) 
 In H2O(bidest.) lösen und mit konz. HCl auf pH 10 einstellen. 
6.8.3 Bestimmung der mitochondrialen Aktivität mittels WST-1-Assay 
Die Auswirkungen der SiO2-Präparationen auf die Aktivität mitochondrialer Dehydro-
genasen als ein Maß für die Viabilität der Zellen wurde mithilfe des kommerziell erhält-
lichen WST-1-Assays bestimmt. Der Assay basiert auf der reduktiven Umsetzung des 
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schwach rötlichen 2-(4-Iodophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl-2H-tetrazoliums (WST-1) zu einem 
dunkelroten Formazan durch Dehydrogenasen der Mitochondrien unter Verbrauch von 
NADH (siehe Abbildung 6.8). Die Bildung des Formazans kann im 
Mikrotiterplattenlesegerät bei einer Wellenlänge von λ = 450 nm erfasst werden. Da diese 
Reaktion nur von lebenden Zellen durchgeführt wird, korreliert die Intensität der Rot-
färbung mit der Anzahl vitaler der Zellen und kann damit auch ein Maß für die 
Proliferationsrate der Zellen darstellen [WST-1 2011]. 
NAD+ NADH
EC-H EC
WST-1 Formazan
RS
 
Abbildung 6.8: Reaktionsprinzip des WST-1-Assays: Reduktive Umsetzung des schwach rot gefärbten 2-(4-Iodophenyl)-5-(2,4-
disulfophenyl-2H-tetrazoliums (WST-1) zum dunkelrot gefärbten Formazan durch mitochondriale Dehydrogenasen unter Ver-
brauch von NADH. EC = Elektronenakzeptor; RS = mitochondriales Succinat-Tetrazolium-Reduktase System [modifiziert nach 
WST-1 2011] 
Parallel zur mitochondrialen Aktivität der HT29-Zellen wurde auch das membran-
schädigende Potenzial der untersuchten SiO2-Präparationen erfasst. Beide Bestimmungen 
erfolgten aus einer 96-Lochplatte heraus, wobei der Inkubationsüberstand im LDH-Assay 
(siehe Abschnitt 6.8.4) und die Zellen am Plattenboden im WST-1-Assay eingesetzt wurden. 
Das hat zur Folge, dass analog zum LDH-Assay auch im Falle des WST-1-Assays eine 1%ige 
Triton X-100 Lösung (siehe Abbildung 4.10) als Positivkontrolle mitgeführt wurde. 
Da im Rahmen der Charakterisierung des PSD ein unterschiedliches Verhalten der Partikel 
in Abhängigkeit der eingesetzten FKS-Konzentration festgestellt werden konnte, wurde der 
WST-1-Assay sowohl unter Zusatz von 10 % FKS als auch 1 % FKS zum Inkubationsmedium 
durchgeführt. Zusätzlich dazu sollte überprüft werden, inwieweit der Proliferationsstatus 
der Zelle einen Einfluss auf eine mögliche partikelinduzierte Zytotoxizität hat, weshalb der 
Versuch einmal mit proliferierenden (70 % Konfluenz) und einmal mit konfluenten Zellen 
durchgeführt wurde. 
Durchführung 
 Pro Loch in einer 96-Lochplatte 1 x 104 (proliferative Wachstumsbedingungen) bzw. 
4 x 104 (konfluente Wachstumsbedingungen) HT29-Zellen ausstreuen und bei 37 °C, 
5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit für 48 h in 100 µl 10 % FKS-haltigem Medium 
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kultivieren. Zur anschließenden Bestimmung des Hintergrundabsorptionslevels 
wird eine Reihe nicht mit Zellen belegt. 
 Zellen mit 79 µl (Silica-Suspension) bzw. 100 µl (SiO2-Partikel) der nach SOP (siehe 
Abschnitt 6.3.1) suspendierten Partikel mit den in Tabelle 6.3 angegebenen 
Konzentrationsstufen für 24 h inkubieren. Die Bestimmung der einzelnen Proben 
und Kontrollwerte erfolgt als Hexaplikat (96-Lochplatte). Eine 1%ige 
Triton X-100-Lösung wurde als Positivkontrolle mitgeführt. 
 Nach Ablauf der Inkubationszeit 50 µl der Inkubationslösungen vorsichtig ab-
pipettieren und im LDH-Assay einsetzen (siehe Abschnitt 6.8.4). Das restliche 
Inkubationsmedium mit einer sterilen Kanüle absaugen. 
 Zellen 2 x mit 100 µl warmem PBS waschen. 
 Anschließend in jedes Loch 100 µl (auch in die zellfrei-belassene Reihe) vor-
gewärmtes 0 % FKS-haltiges Medium geben, zügig mit 10 µl WST-1-Reagenz ver-
setzen und in Abhängigkeit von der Zellzahl für 15 min (4 x 104) bzw. 30 min 
(1 x 104) im Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit inkubieren. 
 Fotometrische Vermessung der Proben mithilfe eines Mikrotiterplattenlesegeräts bei 
einer Wellenlänge von λ = 450 nm (Referenzwellenlänge λ = 633 nm). Die Platte 
zuvor 5 min lang schütteln. 
Auswertung 
Um den Einfluss der Partikel auf die Aktivität mitochondriale Dehydrogenasen bzw. auf die 
Viabilität von HT29-Zellen zu bestimmen, werden die Absorptionswerte jedes Replikats um 
die mittlere Absorption des Hintergrundlevels (0 % FKS-haltiges Mediums ohne Zellen) 
korrigiert. Anschließend werden die einzelnen Absorptionswerte jedes Replikats auf die 
mittlere Absorption der Kontrolle (entsprechende Mediumkontrolle mit Zellen) bezogen. Die 
auf diese Weise erhaltenen relativ zur Kontrolle stehenden Einzelwerte werden über alle 
Experimente gemittelt, auf 100 % normiert und die dazugehörige Standardabweichung be-
stimmt. Anschließend können mithilfe des Students t-Tests signifikante Unterschiede zur 
Kontrolle berechnet werden (Gleichungen siehe Formelverzeichnis). 
Reagenzien 
PBS: auf 37 °C vorgewärmt (siehe Abschnitt 6.5.2.7) 
WST-1-Reagenz: 
gebrauchsfertige Lösung  
(Roche Applied Science, Mannheim) 
 
0 % FKS-haltiges 
DMEM: 
auf 37 °C vorgewärmt 
 
6.8.4 Bestimmung der zellulären Membranintegrität mittels LDH-Assay 
Die Auswirkungen der SiO2-Präparationen auf die Integrität der Zellmembran von 
HT29-Zellen wurde mithilfe des kommerziell erhältlichen Laktatdehydro-
genase-(LDH)-Assay erfasst. Der Assay basiert auf der enzymatischen Bestimmung der 
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LDH-Aktivität im Inkubationsmedium. Dabei erfolgt eine Freisetzung des zytosolischen 
Enzyms in das überstehende Medium infolge einer Schädigung der Zellmembran. Im Unter-
schied zu anderen zytosolischen Bestandteilen ist die LDH auch außerhalb der Zelle stabil 
und aktiv und korreliert mit dem Ausmaß der Zellmembranschädigung, was gleich-
bedeutend mit der Viabilität der Zellen ist [LDH 2011]. 
Das Reaktionsprinzip des Assays beruht auf zwei aufeinanderfolgenden Reaktionsschritten 
(siehe Abbildung 6.9). Im ersten Schritt erfolgt die LDH-katalysierte Oxidation von Laktat zu 
Pyruvat unter gleichzeitiger Bildung des Redoxäquivalents NADH + H+. Im zweiten Schritt 
der Reaktion wird der Wasserstoff des Redoxäquivalents mithilfe des im Testsystem ent-
haltenen Katalysators Diaphorase auf das schwach gelb gefärbte Tetrazolium-Salz 2-(4-
Iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-phenyltetrazoliumchlorid (INT) übertragen, wodurch ein 
dunkelrot gefärbtes Formazan-Salz entsteht. Die gebildete Menge an Formazan korreliert mit 
der LDH-Enzymaktivität und somit auch mit dem zellmembranschädigenden bzw. zyto-
toxischen Eigenschaften einer Substanz. Das gebildete Formazan ist wasserlöslich und kann 
mithilfe eines Mikrotiterplattenlesegeräts bei einer Wellenlänge von λ = 490 nm fotometrisch 
erfasst werden [LDH 2011]. 
Laktat Pyruvat
LDH
Katalysator
(Diaphorase)
Formazan-Salz (rot) Tetrazolium-Salz INT (schwach gelb)
NAD+ NADH + H+
1. Schritt
2. Schritt
 
Abbildung 6.9: Reaktionsprinzip des Laktatdehydrogenase-(LDH)-Assays. 1. Schritt: Enzymatische Oxidation von Laktat zu 
Pyruvat durch LDH unter Bildung der reduzierten Form des Nikotinamidadenindinukleotids (NADH + H+). 2. Schritt: 
Reduktive Bildung des rot gefärbten Formazan-Salzes infolge einer Wasserstoffübertragung von NADH + H+ auf das schwach 
gelblich gefärbte Tetrazolium-Salz 2-(4-Iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-phenyltetrazoliumchlorid (INT) mithilfe des Kata-
lysators Diaphorase [LDH 2011]. 
6.8.4.1 LDH-Assay  
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der LDH-Assay in zwei Varianten durchgeführt, 
zum einen ein redoxprotektiver LDH-Assay (siehe Abschnitt 6.8.4.2), zum anderen eine un-
modifizierte Variante, die nachfolgend beschrieben wird. 
Wie bereits im Zusammenhang mit der Bestimmung des Einflusses auf die mitochondriale 
Aktivität der HT29-Zellen erläutert, wurde das membranschädigende Potenzial der unter-
suchten SiO2-Präparationen parallel dazu aus einem Inkubationsansatz erfasst. Beide Unter-
suchungen erfolgten aus einer 96-Lochplatte heraus, wobei der Inkubationsüberstand im 
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LDH-Assay und die Zellen am Plattenboden im WST-1-Assay (siehe Abschnitt 6.8.3) ein-
gesetzt wurden. Als Positivkontrolle wurde eine 1%ige Lösung von Triton X (siehe Ab-
bildung 4.10) in Zellkulturmedium eingesetzt. 
Da im Rahmen der Charakterisierung der Partikelgrößencharakterisierung ein unterschied-
liches Verhalten der Partikel in Abhängigkeit der eingesetzten FKS-Konzentration festgestellt 
werden konnte, wurde der LDH-Assay analog zum WST-1-Assay sowohl unter Zusatz von 
10 % FKS als auch von 1 % FKS zum Inkubationsmedium durchgeführt. Zusätzlich dazu 
sollte überprüft werden, inwieweit der Proliferationsstatus der Zelle einen Einfluss auf eine 
mögliche partikelinduzierte Zytotoxizität hat, weshalb der Versuch einmal unter 
proliferierenden (70 % Konfluenz) und einmal unter konfluenten Wachstumsbedingungen 
durchgeführt wurde. 
Durchführung 
 Pro Loch in einer 96-Lochplatte 1 x 104 (proliferative Wachstumsbedingungen) bzw. 
4 x 104 (konfluente Wachstumsbedingungen) HT29-Zellen ausstreuen und bei 37 °C, 
5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit für 48 h in 100 µl 10 % FKS-haltigem Medium 
kultivieren. Zur anschießenden Bestimmung des Hintergrundabsorptionslevels 
wird eine Reihe nicht mit Zellen belegt. 
 Zellen mit 79 µl (Silica-Suspension) bzw. 100 µl (SiO2-Partikel) der nach SOP (siehe 
Abschnitt 6.3.1) suspendierten Partikel mit den in Tabelle 6.3 angegebenen 
Konzentrationsstufen für 24 h inkubieren. Die Bestimmung der einzelnen Proben 
und Kontrollwerte erfolgt als Hexaplikat (96-Lochplatte). Eine 1%ige 
Triton X-Lösung wurde als Positivkontrolle mitgeführt. 
 In eine weitere 96-Lochplatte pro Loch jeweils 50 µl 37 °C vorgewärmtes PBS vor-
legen. 
 Nach Ablauf der Inkubationszeit 50 µl der Inkubationslösungen vorsichtig ab-
pipettieren (ohne die Zellen zu berühren) und an gleicher Position in die mit PBS be-
füllte 96-Lochplatte überführen. Die PBS-Inkubationsmedium-Lochplatte kann bei 
37 °C im Brutschrank aufbewahrt werden, falls diese nicht sofort vermessen wird. 
 Die ursprüngliche 96-Lochplatte mit den inkubierten Zellen kann zur Bestimmung 
der mitochondrialen Aktivität weiterverwendet werden (siehe Abschnitt 6.8.3). 
 Anschließend erfolgt die Zugabe von 100 µl frisch angesetzter LDH-Reagenzmix 
(Mehrkanalpipette). 
 Sofort nach Zugabe der LDH-Reagenz in das Mikrotiterplattenlesegerät stellen, 
5 min schütteln und anschließend bei einer Wellenlänge von λ = 495 nm vermessen 
(Referenzwellenlänge λ = 633 nm) 
Auswertung 
Zur Bestimmung der Auswirkungen der SiO2-Präparationen auf die Zellmembranintegrität 
von HT29-Zellen werden die Absorptionswerte jedes Replikats um die mittlere Absorption 
des Hintergrundlevels (Mediums ohne Zellen) korrigiert. Anschließend werden die einzel-
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nen Absorptionswerte jedes Replikats auf die mittlere Absorption der Triton-X-Kontrolle be-
zogen. Die auf diese Weise erhaltenen relativ zur Triton X Kontrolle stehenden Einzelwerte 
werden über alle Experimente gemittelt, auf 100 % normiert und die dazugehörige 
Standardabweichung bestimmt. Anschließend können mithilfe des Students t-Tests signi-
fikante Unterschiede zur Kontrolle berechnet werden. 
Reagenzien 
Cytotoxicity Detection KIT: 
(LDH) 
Roche Applied Science, Mannheim  
Reagenz A: Lyophilisat des Katalysators; in 1 ml H2O(bidest.) lösen. 
Reagenz B: gebrauchsfertige Lösung des Tetrazolium-Salzes  
2-(4-Iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-phenyltetrazolium-
chlorid (INT) 
LDH-Reagenzmix: 1: 45 Mischung aus Reagenz A:B  
PBS: vorgewärmt auf 37 °C (siehe Abschnitt 6.5.2) 
Triton X-100: 1 % im Inkubationsmedium 
(DMEM) 
 
6.8.4.2 Redoxprotektiver LDH-Assay 
Zur Untersuchung eines Zusammenhangs zwischen der SiO2-vermittelten Zytotoxizität und 
einer Bildung von ROS wurde ein redoxprotektiver LDH-Assay durchgeführt. Der Assay 
basiert auf demselben Prinzip wie der unmodifizierte LDH-Assay (siehe Abbildung 6.9), 
unterscheidet sich von diesem jedoch durch die eine Vorbehandlung der Zellen sowie eine 
Substanzinkubation in Gegenwart des Antioxidans N-Acetylcystein (NAC) (siehe Abbildung 
4.19).  
Die antioxidative Wirkung von NAC beruht auf der Reaktivität der freien Thiolgruppe 
(siehe Abbildung 4.19), aufgrund der, analog zu GSH oder Cystein, elektrophile Moleküle 
direkt abgefangen werden können. Darüber hinaus kann die Substanz in der Zelle als 
Substitut für Cystein verwendet werden und so zu einer Steigerung der GSH-Synthese bei-
tragen [Aruoma et al. 1989, Zafarullah et al. 2003]. 
Folglich weist ein Rückgang der LDH-Aktivität im Mediumüberstand in Gegenwart von 
NAC auf eine Verknüpfung zwischen den zytotoxischen Eigenschaften der 
SiO2-Präparationen und einer partikelinduzierten ROS-Bildung hin. 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine Abschwächung des zytotoxischen 
Potenzials der SiO2-Partikel (12 nm, 40 nm, 200 nm) durch Koinkubation mit NAC lediglich 
unter Bedingungen durchgeführt, unter denen die SiO2-Partikel zuvor zytotoxische Eigen-
schaften erkennen ließen (Konzentrationsbereich 31,3 – 156,3 µg/cm²; 1 % FKS-haltiges 
Medium) (siehe Abbildung 4.15). Des Weiteren wurde der Versuch ausschließlich mit 
proliferativ wachsenden Zellen durchgeführt. 
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Durchführung 
 Pro Loch in einer 96-Lochplatte 1 x 104 HT29-Zellen ausstreuen und bei 37 °C, 5 % 
CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit für 48 h in 100 µl 10 % FKS-haltigem Medium 
kultivieren. Zur anschließenden Bestimmung des Hintergrundabsorptionslevels 
wird eine Reihe nicht mit Zellen belegt. 
 Zellen 30 min vor der Partikelinkubation mit 100 µl 1 mM NAC-haltigem DMEM 
bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit vorbehandeln. 
 Nach 30 min NAC-haltiges Medium absaugen und Zellen mit 100 µl (SiO2-Partikel) 
der nach SOP (siehe Abschnitt 6.3.1) in NAC-haltigem Medium (1 mM) 
suspendierten Partikel im Konzentrationsbereich von 31,3 – 156,3 µg/cm² (siehe 
Tabelle 6.3) für 24 h inkubieren. Die Bestimmung der einzelnen Proben und 
Kontrollwerte erfolgt als Hexaplikat (96-Lochplatte). 
 Der weitere Ablauf erfolgt analog zu der in Abschnitt 6.8.4.1 angegebenen Ver-
suchsdurchführung des unmodifizierten LDH-Assays. 
Auswertung 
Um einen Zusammenhang zwischen den zytotoxischen Eigenschaften und einer potenziellen 
ROS-Bildung durch die SiO2-Partikel zu erfassen, werden die Ergebnisse analog zu der in 
Abschnitt 6.8.4.1 angegebenen Vorgehensweise des unmodifizierten LDH-Assays aus-
gewertet. Anschließend können die Ergebnisse des redoxprotektiven LDH-Assays mit dem 
des unmodifizierten LDH-Assays mithilfe des Students t-Tests auf signifikante Unterschiede 
hin verglichen werden. 
Reagenzien 
Zusätzlich zu den in Abschnitt 6.8.4.1 aufgeführten Substanzen wird folgende Reagenz be-
nötigt: 
N-Acetylcystein (NAC): 1 mM in Medium (1,63 g/l) 
 Etwa 100 ml NAC-haltiges Medium herstellen und Vor-
behandlung der Zellen und Partikelinkubation damit 
durchführen; auf 37° C vorwärmen. 
6.9 Untersuchungen zur Modulation des Redoxstatus 
Der Redoxstatus einer Zelle bezeichnet das Verhältnis zwischen oxidierenden Substanzen 
wie bspw. ROS und der Kapazität korrespondierender reduktiver Schutzmechanismen, wie 
bspw. dem zellulären GSH-Gehalt. Um die Auswirkungen der verschiedenen 
SiO2-Präparationen auf den Redoxstatus der Zelle beurteilen zu können, wurden ver-
schiedene biologische Endpunkte untersucht, darunter die Bildung intrazellulärer ROS, eine 
Beeinflussung des zellulären GSH-Gehalts sowie Auswirkungen auf die Transkription von 
Nrf2/ARE-regulierten Enzymen wie der γ-Glutamylcysteinligase (γ-GCL). 
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6.9.1 Bestimmung der Bildung intrazellulärer Spezies mittels DCF-Assay 
6.9.1.1 DCF-Assay 
Die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) kann mithilfe des 2‘,7‘-Dichlorofluorescein-
(DCF)-Assays erfasst werden. Das Prinzip der Methode basiert auf der intrazellulären 
Oxidation des nicht fluoreszierenden 2‘,7‘-Dichlorodihydrofluorescin (DCFH) zum 
fluoreszierenden 2‘,7‘-Dichlorofluorescein in Gegenwart von ROS. Die Erfassung intra-
zellulärer ROS beruht darauf, dass zuvor das lipophile 2‘,7‘-Dichlorofluorescein-Diacetat 
durch die Zellmembran diffundieren kann und in der Zelle durch intrazelluläre Esterasen 
deacetyliert wird, was zu einer Zunahme der Polarität führt und den Farbstoff in der Zelle 
hält. Die Zunahme der Fluoreszenz korreliert mit der gebildeten ROS-Menge und kann bei 
einer Wellenlänge von λ = 530 nm erfasst werden (Anregung λ = 485 nm) (siehe Abbildung 
6.10). 
 
Abbildung 6.10: Schematische Darstellung des Reaktionsprinzips des DCF-Assays. DCF = 2‘,7‘-Dichlorofluorescein; 
DCFH = 2‘,7‘-Dichlorodihydrofluorescin; DCFH-DA = 2‘,7‘-Dichlorofluorescein-Diacetat 
Ähnlich wie im Zusammenhang mit den Untersuchungen zum Einfluss der SiO2-Partikel 
auf die Membranintegrität bzw. auf die Aktivität mitochondrialer Dehydrogenasen wurde 
die Bildung von ROS aufgrund des im Rahmen der Charakterisierung des PSD beobachteten 
Verhaltens sowohl unter Zusatz von 10 % FKS als auch unter Zusatz von 1 % FKS zum 
Inkubationsmedium durchgeführt. Da in vorangegangenen Untersuchungen kein signi-
fikanter Unterschied durch den Proliferationsstatus der Zellen festgestellt werden konnte, 
wurde der DCF-Assay nur unter konfluenten Bedingungen durchgeführt. 
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Durchführung 
 Pro Loch in einer schwarzen 96-Lochplatte 4 x 104 HT29-Zellen ausstreuen und bei 
37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit für 48 h in 100 µl 10 % FKS-haltigem 
Medium kultivieren. 
 Zellen mit 79 µl (Silica-Suspension) bzw. 100 µl (SiO2-Partikel) der nach SOP (siehe 
Abschnitt 6.3.1) suspendierten Partikel mit den in Tabelle 6.3 angegebenen 
Konzentrationsstufen für 1 h, 3 h bzw. 24 h inkubieren. Carbon Black wird mit einer 
Konzentration von 15,6 µg/cm² als Positivkontrolle mitgeführt. Die Bestimmung der 
einzelnen Proben und Kontrollwerte erfolgt als Hexaplikat (96-Lochplatte). 
 Nach Ablauf der Inkubationszeit Inkubationsmedium mit einer sterilen Kanüle ab-
saugen. 
 Zur Entfernung von Medium- und Partikelresten jedes Loch 2 x mit 100 µl 37 °C 
warmer Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS) waschen. 
Alle weiteren Schritte werden aufgrund der Verwendung des lichtempfindlichen DCFH-DA 
im Halbdunkeln oder unter Rotlicht durchgeführt. 
 Zellen mit jeweils 50 µl DCFH-DA-Gebrauchslösung pro Loch für 40 min im Brut-
schrank bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit inkubieren. 
 Anschließend DCF-Reagenz mit einer sterilen Kanüle absaugen und jedes Loch 2 x 
mit 100 µl 37 °C warmer HBSS waschen. 
 Pro Loch 100 µl 37 °C warmes HBSS zugeben und unmittelbar die Grund-
fluoreszenz mithilfe eines Mikrotiterplattenlesegeräts bei einer Wellenlänge von 
λ = 530 nm (Emission) bestimmen (Anregung bei einer Wellenlänge von 
λ = 485 nm). 
 Anschließend die Zellen weiter bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit 
inkubieren und die Fluoreszenzlevel über einen Zeitverlauf von 2 h (pro Stunde 
einmal) bestimmen. 
Auswertung 
Zur Beurteilung, inwieweit die SiO2-Präparation zur Bildung von ROS beitragen, wird zu-
nächst die Fluoreszenzzunahme in Form der relativen Fluoreszenz (relative fluorescence units; 
RFU), durch Differenzbildung der Messwerte nach 0 h und 2 h (1 h) bestimmt. Anschließend 
werden die einzelnen RFU jedes Replikats auf die mittlere Absorption der Kontrolle (1 % 
bzw. 10 % FKS-haltiges Medium) bezogen. Die auf diese Weise erhaltenen relativ zur 
Kontrolle stehenden Einzelwerte werden über alle Experimente gemittelt, auf 100 % 
normiert und die dazugehörige Standardabweichung bestimmt. Anschließend können 
mithilfe des Students t-Tests signifikante Unterschiede zur Kontrolle berechnet werden. 
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Reagenzien 
DCFH-DA-Stammlösung: DCFH-DA 10 mM (4,89 g/l) 
 In DMSO lösen und zu 100 µl in schwarzen Reagier-
gefäßen aliquotieren; Lagerung bei -20 °C.  
Ein Aliquot reicht für 2 Platten. 
DCFH-DA-Gebrauchslösung: DCFH-DA-Stammlösung 1:200 in HBSS verdünnen. Vor 
Licht schützen. 
HBSS: CaCl2 
KCl 
KH2PO4 
MgCl2 x 6 H2O 
MgSO4 x 7 H2O 
NaCl 
NaHCO3 
Na2HPO4 
Glukose 
1,26 mM 
5,37 mM 
4,41 mM 
0,49 mM 
0,41 mM 
27,38 mM 
4,17 mM 
0,34 mM 
5,55 mM 
(140 mg/l) 
(400 mg/l) 
(600 mg/l) 
(100 mg/l) 
(100 mg/l) 
(1,6 g/l) 
(350 mg/l) 
(48 mg/l) 
(1 g/l) 
 In H2O(bidest.) lösen und pH-Wert auf 7,4 einstellen; 
genau auf 1 l auffüllen; Sterilfiltrieren (nicht Auto-
klavieren); Lagerung bei 4 °C. 
6.9.1.2 Redoxprotektiver DCF-Assay 
Um zu ermitteln, inwieweit eine NAC-Konzentration von 1 mM ausreicht, eine signifikante 
Absenkung der ROS-Bildung durch nanostrukturierte Materie herbeizuführen, wurde in An-
lehnung an den redoxprotektiven LDH-Assay ein redoxprotektiver DCF-Assay durch-
geführt. In diesem Zusammenhang wurde CB (Printex 90®) als Testsubstanz eingesetzt, ein 
nanostrukturiertes Material, das bereits mehrfach mit der Bildung von ROS in Verbindung 
gebracht werden konnte [Stone et al. 1998, Weissenberg et al. 2010]. Die Durchführung 
erfolgte anhand des in Abschnitt 6.9.1.1 beschriebenen Protokolls. Nachfolgend sollen Ab-
weichungen bzw. Abänderungen zu dieser Vorgehensweise aufgeführt werde.  
Durchführung 
 Pro Loch in einer 96-Lochplatte 4 x 104 (proliferative Wachstumsbedingungen) 
HT29-Zellen ausstreuen und bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit für 48 h 
in 100 µl 10 % FKS-haltigem Medium kultivieren.  
 Zellen 30 min vor der Partikelinkubation mit 100 µl 1 mM NAC-haltigem DMEM 
bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit vorbehandeln. 
 Nach 30 min NAC-haltiges Medium absaugen und Zellen mit 100 µl der 
CB-Suspensionen mit einer Konzentration von 3,13 µg/cm² und 15,6 µg/cm² in 
NAC-haltigem Medium (1 mM) für 24 h inkubieren. Die Bestimmung der einzelnen 
Proben und Kontrollwerte erfolgt als Hexaplikat (96-Lochplatte). 
 Der weitere Ablauf erfolgt analog zu der in Abschnitt 6.9.1.1 angegebenen Ver-
suchsdurchführung des unmodifizierten DCF-Assays. 
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Auswertung 
Zur Erfassung des Einflusses von NAC auf die intrazelluläre ROS-Bildung werden die Er-
gebnisse analog zu der in Abschnitt 6.8.4.1 angegebenen Vorgehensweise des unmodi-
fizierten DCF-Assays ausgewertet. Anschließend können die Ergebnisse des 
redoxprotektiven DCF-Assays mit dem des unmodifizierten DCF-Assays mithilfe des 
Students t-Tests auf signifikante Unterschiede hin verglichen werden. 
Reagenzien 
Zusätzlich zu den in Abschnitt 6.8.4.1 aufgeführten Substanzen wird folgende Reagenz be-
nötigt: 
N-Acetylcystein (NAC): 1 mM in Medium (1,63 g/l) 
 Etwa 100 ml NAC-haltiges Medium herstellen und Vor-
behandlung der Zellen und Partikelinkubation damit 
durchführen; auf 37° C vorwärmen. 
6.9.2 Bestimmung des zellulären Glutathiongehalts (GSH-Assay) 
Die im Zuge dieser Arbeit durchgeführte Bestimmung des Gesamtgluthationgehalts (tGSH) 
beruht auf einer Methode zur Erfassung von GSH, die bereits 1959 erstmals von Ellman vor-
gestellt und 1969 von Tietze um die quantitative Bestimmung von oxidiertem Glutathion 
(GSSG) erweitert wurde [Ellman 1959, Tietze 1969]. Die Methode basiert auf einer Reaktion, 
bei der GSH mit 5,5‘-Dithiobis-(2-nitrobenzoesäure) (DTNB) umgesetzt wird, wobei ein ge-
mischtes Disulfid sowie 5-Thio-2-nitrobenzoat (TNB) gebildet wird (siehe Abbildung 6.11) 
[Ellman 1959, Tietze 1969]. Aufgrund einer stöchiometrischen Umsetzung von GSH mit 
DTNB korreliert die gebildete TNB-Menge mit dem vormaligen GSH-Gehalt. Aufgrund der 
Absorption des TNB-Anions bei einer Wellenlänge von λ = 412 nm lässt sich durch die Er-
fassung der zeitlichen Extinktionszunahme der zelluläre GSH-Gehalt fotometrisch be-
stimmen. Die Reaktionsgleichung ist in Abbildung 6.11 dargestellt. 
Glutathion DTNB TNB gemischtes Disulfid
 
Abbildung 6.11: Umsetzung von Glutathion (GSH) mit 5,5‘-Dithiobis-(2-nitrobenzoesäure) (DTNB) zu 5-Thio-2-nitrobenzoat 
(TNB) und einem Äquivalent des gemischten Disulfids. 
Zur Erfassung des zellulären Gesamtglutathiongehalts (tGSH) muss jedoch zuvor der, als 
Disulfid vorliegende, oxidierte Glutathionanteil (GSSG-Anteil) in einer NADPH-abhängigen 
Reaktion durch das Enzym Glutathionreduktase (GR) in reduziertes GSH überführt werden 
(siehe Abbildung 6.12). Anschließend kann die Bestimmung von tGSH mittels DTNB durch 
die in Abbildung 6.11 dargestellte Reaktion erfolgen [Ellman 1959]. 
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Abbildung 6.12: Schematische Darstellung der Bestimmung des Gesamtglutathiongehalts (tGSH) nach Tietze [1969]. 
NADPH+H+/NADP+ = reduziertes/oxidiertes Nikotinamidadenindinukleotidphosphat; GR = Glutathionreduktase; 
GSH/GSSG = reduziertes/oxidiertes Glutathion; DTNB = 5‘,5‘-Dithiobis-(2-nitrobenzoesäure); TNB = 5-Thio-2-nitrobenzoat 
Eine Messung des GSSG-Gehalts ist sowohl aufgrund der niedrigen zellulären 
Konzentration als auch durch den großen Überschuss an zellulärem GSH nicht direkt mög-
lich. Bevor eine Bestimmung des GSSG-Gehalts erfolgen kann, muss daher zuerst der 
GSH-Anteil eliminiert werden. Zu diesem Zweck setzte Griffith [1980] erstmals die Substanz 
2-Vinylpyridin (2-VP) ein, die mit GSH in einem stabilen Produkt abreagiert (siehe Ab-
bildung 6.13). Anschließend wird GSSG mithilfe der GR zu GSH reduziert und durch die in 
Abbildung 6.11 dargestellt Reaktion quantifiziert werden. In diesem Zusammenhang ist zu 
beachten, dass aus einem Äquivalent GSSG zwei Äquivalente GSH entstehen [Tietze 1969]. 
 
GSH
2-VP
 
Abbildung 6.13: Umsetzung von 2-Vinylpyridin (2-VP) mit Glutathion (GSH) 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der SiO2-Präparationen auf den 
zellulären tGSH-Status sowohl infolge einer Kurzzeitinkubation von 3 h als auch nach einer 
Langzeitinkubation von 24 h untersucht. Da das GSH/GSSG-Verhältnis der Zelle nur von 
lebenden Zellen aufrecht erhalten werden kann, wurde vor jeder Bestimmung zusätzlich die 
Viabilität nach Ablauf des Inkubationszeitraums mittels Trypanblauausschluss (siehe Ab-
schnitt 6.8.1) erfasst. Um falsch positive Ergebnisse auszuschließen, wurden nur Proben mit 
einer Viabilität oberhalb von 80 % akzeptiert. Daher wurde die Bestimmung des tGSH-
Levels auch lediglich unter Bedingungen (10 % FKS-haltiges Medium) durchgeführt, bei 
denen zuvor keine zytotoxischen Effekte beobachtet werden konnten (siehe Abschnitt 4.1.3). 
Des Weiteren wurden in Abhängigkeit von der Inkubationsdauer unterschiedliche Positiv-
kontrollen eingesetzt, darunter 2-Vinylpyridin (2-VP), Buthioninsulfoximin (BSO) sowie 
t-BHQ (siehe Abbildung 4.26). Die Verwendung von 2-VP als Positivkontrolle beruht auf 
dessen Fähigkeit, GSH über die Vinylgruppe direkt abzufangen, wodurch eine Absenkung 
des zellulären GSH-Gehalts erreicht wird. Da 2-VP zytotoxisch ist, wurde die Substanz ledig-
lich für Kurzzeitinkubationen (3 h) mit einer maximalen Konzentration von 0,01 % (v/v) im 
Medium eingesetzt. Die im Zuge einer 24-stündigen Inkubation eingesetzten Positiv-
kontrollen BSO und t-BHQ führen entweder zu einer Absenkung oder zu einer Erhöhung 
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des intrazellulären GSH-Gehalts, wobei die Wirkung bei Kurzzeitinkubationen nicht signi-
fikant ist. BSO ist eine synthetische AS, die durch eine irreversible Hemmung der γ-GCL zu 
einer Hemmung der de novo Synthese von GSH und damit zu einem Abfall des intra-
zellulären GSH-Levels führt [Marengo et al. 2008]. Im Gegensatz dazu handelt es sich bei 
t-BHQ um einen Redox-Cycler (siehe Abschnitt 2.7.1), der durch eine moderate Bildung von 
ROS als bekannter Aktivator des Nrf2/ARE-Signalwegs gilt und so zu einer Erhöhung des 
zellulären GSH-Gehalts führt (siehe Abschnitt 2.7.2.3) (siehe Abbildung 4.26). 
6.9.2.1 Zellkultivierung und Partikelinkubation  
Durchführung 
 In Abhängigkeit von der darauffolgenden Inkubationsdauer 1,2 x 106 (24 h) oder 
1,6 x 106 (3 h) HT29-Zellen in einer Gewebekulturschale (Ø = 10 cm) ausstreuen und 
für 72 h bis zu einer Konfluenz von etwa 80 % anwachsen lassen. Die Kultivierung 
der Zellen erfolgt in 10 ml Zellkulturmedium bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % relativer 
Luftfeuchtigkeit. 
 Zellen mit 13,5 ml (Silica-Suspension) bzw. 18,1 ml (SiO2-Partikel) der nach SOP 
(siehe Abschnitt 6.3.1) suspendierten Partikel mit den in Tabelle 6.3 angegebenen 
Konzentrationsstufen für 3 h bzw. 24 h inkubieren. Als Positivkontrollen werden 
entsprechend der Inkubationsdauer eine 1 mM BSO- und 200 µM t-BHQ-Lösung 
(24 h) oder aber eine 0,01%ige 2-VP-Lösung (3 h) mitgeführt. 
 Nach Ablauf der Inkubationszeit Medium abgießen und zur Entfernung von 
Partikel- und Mediumresten 2 x mit 5 ml eiskaltem PBS waschen. 
 Zellen mit 1 ml Trypsin für 1,5 min im Brutschrank inkubieren. 
 Trypsin durch Zugabe von 1 ml 10 % FKS-haltigem Medium inaktivieren. 
 Zellen durch Abspülen in ein auf Eis gelagertes 15 ml Zentrifugenröhrchen über-
führen. Gewebekulturschalenboden zweimal mit je 1 ml 0 % FKS-haltigem Medium 
nachspülen und mit restlicher Zellsuspension vereinigen.  
 Viabilitätsbestimmung mittels Trypanblauausschluss (siehe Abschnitt  6.8.1). 
Die Viabilität soll hierbei nicht unter 80 % liegen.  
 Zellsuspension bei 4 °C und 420g für 15 min abzentrifugieren. 
 Überstand verwerfen, Zellpellet in 1 ml A/B-Puffer resuspendieren und die Zell-
suspension in ein 2 ml Reagiergefäß überführen. Das 15 ml Zentrifugenröhrchen 
dreimal mit je 200 µl A/B-Puffer spülen und mit dem Rest der Zellsuspension ver-
einigen. 
 Zellsuspension bei 4 °C und 420g für 10 min abzentrifugieren 
 Überstand möglichst quantitativ abnehmen und verwerfen. Das Zellpellet durch 
mehrmaliges Aufziehen mit der Pipette sowie Vortexen in exakt 370 µl A/B-Puffer 
vollständig resuspendieren. 
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 Zur Bestimmung des Proteingehalts von jeder Probe 2 x 10 µl der Zellsuspension 
abnehmen und jeweils in ein 1,5 ml Reagiergefäß, in dem 90 µl A/B-Puffer vorgelegt 
sind, überführen. Die Proteinbestimmung erfolgt nach der in Abschnitt 6.7.2 dar-
gestellten BCA-Methode und kann im Anschluss an die GSH- bzw. 
GSSG-Bestimmung durchgeführt werden. Die zwischenzeitliche Lagerung erfolgt 
bei 4 °C. 
 Die restliche Zellsuspension (350 ml) mit 350 µl 10%iger Sulfosalicylsäure 
(sulfosalicylic acid; SSA) versetzten, vortexen und zur Ausfällung der Proteine 15 min 
auf Eis stehen lassen. 
 Das ausgefällte Protein bei 4 °C und 20819g (maximale Beschleunigung) für 10 min 
abzentrifugieren. Aus dem Überstand erfolgte die GSH- bzw. GSSG-Bestimmung.  
Nach Ausfällung der Proteine können die Proben bei -80 °C für maximal 4 Wochen aufbe-
wahrt werden. 
6.9.2.2 GSH-Bestimmung 
Durchführung 
 Ausgehend von einer 1 mM GSH-Stammlösung wird eine GSH-Standardgerade 
über einen Konzentrationsbereich von 10 – 200 µM in 5%iger SSA hergestellt. 
 Je 10 µl des Probenüberstands sowie 10 µl der GSH-Standardgeraden in eine 
96-Lochplatte pipettieren. Die Bestimmung der einzelnen Konzentrationspunkte der 
Standardgeraden und der Proben erfolgt als Duplikat. Als Blindwert wird eine 
50:50 Mischung auf 10%iger SSA und A/B-Puffer mitgeführt. 
 Pro Loch 190 µl GSH-Reagenzmix hinzufügen (Mehrkanalpipette). 
 Da die Reaktion sofort startet, 96-Lochplatte unverzüglich im 
Mikrotiterplattenlesegerät bei einer Wellenlänge von λ = 405 nm vermessen (E1). 
Vor der Absorptionsmessung die 96-Lochplatte 30 s im Mikrotiterplattenlesegerät 
schütteln. 
 Zur Bestimmung der zeitlichen Extinktionszunahme die Messung nach exakt 2 min 
wiederholen (E2). 
6.9.2.3 GSSG-Bestimmung 
Durchführung 
 Zur Eliminierung des zellulären GSH-Gehalts die Proben mit 20 µl 2-VP und 100 µl 
Triethanolamin (TEA) versetzen und für 1 h bei 26 °C mit 1300 rpm schütteln. 
 Zwischenzeitlich die 1 mM GSSG-Stammlösung 1:10 in 5%iger SSA verdünnen und 
anschließend eine GSSG-Standardgerade über einen Konzentrationsbereich von 
5 - 40 µM in 5%iger SSA herstellen. 
 Je 20 µl des Probenüberstands sowie 20 µl der GSSG-Standardgeraden in eine 
96-Lochplatte pipettieren. Die Bestimmung der einzelnen Konzentrationspunkte 
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und Proben erfolgt als Duplikat. Als Blindwert wird eine 50:50 Mischung auf 
10%iger SSA und A/B-Puffer mitgeführt. 
 Pro Loch 180 µl GSSG-Reagenzmix hinzufügen (Mehrkanalpipette). 
 96-Lochplatte unverzüglich im Mikrotiterplattenlesegerät bei einer Wellenlänge von 
λ = 405 nm vermessen (E1), da die Reaktion sofort startet. Vor der Absorptions-
messung die 96-Lochplatte 30 s im Mikrotiterplattenlesegerät schütteln. 
 Zur Bestimmung der zeitlichen Extinktionszunahme die Messung nach exakt 10 min 
wiederholen (E2). 
Auswertung 
Zur Bestimmung des Einflusses der SiO2-Präparationen auf den zellulären tGSH-Gehalt 
werden die Absorptionswerte der Doppelbestimmungen gemittelt. Anschließend werden die 
Extinktionswerte der ersten Messung (E1) von denen der zweiten Messung (E2) abgezogen 
und die Differenz durch die Minutenanzahl dividiert. Mithilfe der Extinktionszunahme pro 
Minute der Standardlösungen wird eine Standardgerade erstellt, aus der nach linearer 
Regression eine Geradengleichung hervorgeht. Anhand dieser wird aus den ermittelten Ex-
tinktionszunahmen pro Minute der Proben der korrespondierende tGSH- bzw. GSSG-Gehalt 
ermittelt. Dieser wird anschließend auf den Proteingehalt der Probe bezogen in Form von 
Nanomol GSH pro Milligramm Protein angegeben. Zur Berechnung von Signifikanzen 
werden die Ergebnisse aller Experimente gemittelt, die SD bestimmt und mithilfe des 
Students t-Tests auf signifikante Unterschiede zur Kontrolle (10 % FKS-haltiges Medium) hin 
überprüft. Anschließend kann der tGSH-Gehalt der partikelexponierten Proben auf die auf 
100 % normierte Kontrolle (10 % FKS-haltiges Medium) bezogen werden. Bei Kenntnis des 
tGSH- und des GSSG-Gehalts kann darüber hinaus der prozentuale GSH-Gehalt         
anhand von Gleichung (6.5) berechnet werden: 
 
        
           
    
     (6.5) 
Reagenzien 
PBS: siehe Abschnitt 6.5.2.7 
Trypsin: siehe Abschnitt 6.5.2.7 
DMEM: 
 
10 % FKS, 1% P/S 
0 % FKS, 1% P/S 
Puffer A: KH2PO4 
EDTA 
125 mM 
8 mM 
17 g/l 
2,34 g/l 
 Lagerung bei 4 °C.   
Puffer B: K2HPO4 
EDTA 
125 mM 
8 mM 
21,8 g/l 
2,34 g/l 
 Lagerung bei 4 °C.   
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A/B-Puffer: Puffer A 
Puffer B 
15 ml 
85 ml 
 
 Lösung immer frisch ansetzen; auf Eis aufbewahren. 
Sulfosalicylsäure-
(sulfosalicylic acid SSA)-
Lösung: 
5 % (w/v) und 10 % (w/v) in H2O(bidest.) 
Lagerung bei 4 °C. 
GSH-Stammlösung: GSH 1 mM  
  30,73 mg GSH in 1 ml H2O(bidest.) lösen (100 mM); 
 200 µl der 100 mM Lösung in 19,8 ml 5%iger SSA ver-
dünnen (1:100 Verdünnung). 
Standard zu 1 ml aliquotieren und bei -80°C lagern. 
GSSG-Stammlösung: GSSG 1 mM  
  61,27 mg GSSG in 1 ml H2O(bidest.) lösen (100 mM); 
 200 µl der 100 mM Lösung in 19,8 ml 5%iger SSA ver-
dünnen (1:100 Verdünnung). 
Standard zu 1 ml aliquotieren und bei -80°C lagern. 
Triethanolamin (TEA): TEA 50 % (v/v) in H2O(bidest.) 
NaHCO3-Lösung: NaHCO3 0,5 % (w/v) in H2O(bidest.) 
DTNB-Lösung: DTNB 6 mM  
 11,9 mg in 5 ml A/B-Puffer lösen; Lösung immer frisch an-
setzen. 
GR-Lösung: GR 50 U/ml  
 GR-Stammlösung aus Hefe (Aktivität schwankend) mit 
A/B-Puffer auf 50 U/ml verdünnen. 
Lösung immer frisch ansetzen; auf Eis aufbewahren. 
NADPH-Lösung: NADPH 20 mM  
 16,7 mg in 0,5%iger NaHCO3-Lösung lösen. 
Lösung immer frisch ansetzen; auf Eis aufbewahren. 
tGSH-Reagenzmix: A/B-Puffer 
DTNB-Lösung 
NADPH-Lösung 
GR (50 U/ml) 
164 µl 
20 µl 
4 µl 
2 µl 
 
 Angaben pro Loch einer 96-Lochplatte. 
Reagenzmix erst unmittelbar vor der Messung ansetzen. 
GSSG-Reagenzmix: A/B-Puffer 
DTNB-Lösung 
NADPH-Lösung 
GR (50 U/ml) 
154 µl 
20 µl 
4 µl 
2 µl 
 
 Angaben pro Loch einer 96-Lochplatte 
Reagenzmix erst unmittelbar vor der Messung ansetzen. 
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6.9.3 Untersuchung zur Transkription der γ-GCL 
Vorangegangene Untersuchungen zum Einfluss der SiO2-Präparationen auf den zellulären 
Redoxstatus zeigten eine signifikante Zunahme des zellulären tGSH-Spiegels nach 
24-stündiger Inkubation. Daher wurde der Einfluss der SiO2-Präparationen auf die Ex-
pression der mRNA der γ-GCL in HT29-Zellen mittels quantitativer Echtzeit-Polymerase-
Kettenreaktion (quantitative real-time polymerase chain reaction; qRT-PCR) untersucht. 
Diese Methode basiert auf der Isolierung sowie der anschließenden Umschreibung der 
gesamten zellulären RNA in komplementäre DNA (complementary DNA; cDNA) mittels 
Reverser Transkriptase. Die so gewonnene cDNA wird in einer sich anschließenden 
hot start-PCR als Vorlage eingesetzt, wobei durch den Einsatz spezifischer Primer lediglich 
der Sequenzabschnitt des gesuchten Zielgens amplifiziert wird. Durch den Einsatz des 
Fluoreszenzfarbstoffes SYBR-Green, der in die dsDNA interkaliert, kann die Amplifikation 
des Zieltranskripts in Echtzeit verfolgt und schließlich quantifiziert werden.  
6.9.3.1 Zellkultivierung und Partikelinkubation 
Durchführung  
 6 x 105 HT29-Zellen in einer Gewebekulturschale (Ø = 6 cm) ausstreuen und bei 
37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit für 48 h bis zu einer Konfluenz von etwa 
70 - 80 % anwachsen lassen. Die Kultivierung erfolgt in 5 ml 10 % FKS-haltigem 
Medium. 
 Zellen mit 5 ml (Silica-Suspension) bzw. 6,7 ml (SiO2-Partikel) der nach SOP (siehe 
Abschnitt 6.3.1) suspendierten Partikel mit den in Tabelle 6.3 angegebenen 
Konzentrationsstufen für 8 h bzw. 24 h inkubieren. t-BHQ wird mit einer 
Konzentration von 200 µM in 1 % DMSO-haltigem Zellkulturmedium als Positiv-
kontrolle mitgeführt. 
 Nach Ablauf der Inkubationszeit Inkubationsmedium abgießen und zur Entfernung 
von Medium- und Partikelresten 2 x mit 5 ml eiskaltem PBS waschen. 
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6.9.3.2 Isolierung der RNA 
Durchführung 
Die Isolierung der RNA erfolgt gemäß dem Handbuch des kommerziell erhältlichen 
RNeasy® Mini Kits (Qiagen) und ist schematisch in Abbildung 6.14 dargestellt. 
 Im Anschluss an die Waschschritte PBS-Reste mit einer Pipette gründlich ab-
nehmen. 
 Zellen durch Zugabe von 600 µl RLT-Puffer (+ 1 % β-Mercaptoethanol) lysieren. 
 Zellen mit einem sterilen Einwegschaber von der Gewebekulturschale lösen und in 
ein steriles 1,5 ml Reagiergefäß überführen. 
 Zelllysat durch 5-maliges Aufziehen durch eine 0,9 mm Kanüle scheren. 
 600 µl 70%iges unvergälltes Ethanol zugeben und gründlich durchmischen. 
Anschließend Zellsuspension auf die Festphasenextraktions-(solid phase extraction; 
SPE)-Säule aufgeben. 
 Zelllysat bei RT und 10000g für 30 s zentrifugieren. Durchfluss verwerfen. 
 700 µl RW1-Puffer auf die SPE-Säule aufgeben und bei RT mit 10000g für 15 s zentri-
fugieren. Durchfluss verwerfen. 
 500 µl RPE-Puffer auf die SPE-Säule aufgeben und 10000g für 15 s zentrifugieren. 
Durchfluss verwerfen. 
 SPE-Säule auf ein neues RNase-freies 1,5 ml Reagiergefäß setzen und 500 µl 
RPE-Puffer auf die SPE-Säule aufgeben. Anschließend für 2 min bei RT und 
maximaler Beschleunigung zentrifugieren. 
 SPE-Säule auf ein neues RNase-freies 1,5 ml Reagiergefäß setzen und 50 µl 
RNase-freies Wasser aufgeben.  
 Nach 1 min die RNA durch 90 s Zentrifugieren bei RT und 10000g eluieren. Eluierte 
RNA auf Eis stellen und nach Quantifizierung bei -80 °C lagern. 
Der Gehalt sowie die Reinheit der RNA wird mithilfe eines Spektralfotometers (Nano-
drop® 2000c; PeqLab) bestimmt. Die Reinheit wird dabei anhand der Absorptionsverhält-
nisse bei den Wellenlängen λ = 260 nm zu λ = 280 nm (A260/A280) sowie λ = 260 zu λ = 230 nm 
(A260/A230) bestimmt. In diesem Zusammenhang gibt das Verhältnis A260/A280 die Ver-
unreinigung mit nicht abgetrennten Proteinen an, da diese ein Absorptionsmaximum bei 
λ = 280 nm aufweisen. Eine ausreichende Reinheit der DNA-Proben ist bei einem 
A260/A280-Verhältnis von 1,9-2,3 gegeben [RNeasy Mini Handbook 2010].  
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Abbildung 6.14: Schematische Darstellung der RNA-Isolierung aus HT29-Zellen mithilfe von SPE-Säulen  
[modifiziert nach RNeasy Mini Handbook 2010]. 
6.9.3.3 Reverse Transkription 
Die Vervielfältigung der betreffenden Nukleinsäuresequenzen erfolgt mithilfe der 
Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction; PCR), bei der die sogenannte 
Taq-DNA-Polymerase eingesetzt wird (siehe Abschnitt 6.9.3.4). Da diese Polymerase aus-
schließlich DNA-Stränge vervielfältigen kann, muss die zuvor isolierte RNA mithilfe des 
viralen Enzyms Reverse Transkriptase in cDNA umgeschrieben werden [Lottspeich und 
Engels 2006, QuantiTect Reverse Transkription Handbook 2009]. 
Die Reverse Transkription der RNA beruht auf der Bindung von Oligo-dT-Primern an die 
Poly-A-Region am 3‘ Ende des RNA-Strangs, wodurch der Startpunkt der für RT festgelegt 
wird (siehe Abbildung 6.15 A). Im Anschluss daran wird durch die RT anhand der 
RNA-Vorlage der gesamte cDNA in 5‘3‘-Richtung synthetisiert (siehe Abbildung 6.15 B). 
Nach Abschluss dieses Reaktionsschrittes wird der mRNA-Strang unter gleichzeitiger 
Bildung eines zweiten cDNA-Strangs von der RT abgebaut, wodurch ein 
cDNA-Doppelstrang entsteht (siehe Abbildung 6.15 C und D). Im Rahmen der vorliegenden 
Arbeit wurde für die Reverse Transkription ein kommerzieller Kit verwendet (QuantiTect® 
Reverse Transcription Kit; Qiagen), bei dem vor der eigentlichen Transformation der RNA in 
cDNA ein zusätzlicher Abbau von Resten der genomischen DNA (gDNA ) erfolgt. Dieser 
Reaktionsschritt wird zusätzlich eingeführt, um in der sich anschließenden PCR Artefakte 
infolge einer Amplifikation von gDNA zu vermeiden. Im Rahmen der Arbeit wurde je Re-
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aktion 1 µg Gesamt-RNA in cDNA umgeschrieben [Lottspeich und Engels 2006, QuantiTect 
Reverse Transkription Handbook 2009]. 
 
Abbildung 6.15: Schematische Darstellung des Prinzips der Reversen Transkription 
Durchführung 
Alle folgenden Schritte werden auf Eis durchgeführt. 
 Nach Quantifizierung des RNA-Gehalts der Proben 500 ng der isolierten RNA in 
einem sterilen 0,2 ml Reagiergefäß mit RNase-freiem H2O auf ein Volumen von 6 µl 
einstellen. Zugabe von je 1 µl gDNA Wipe-out-Puffer (Ansatz entspricht der halben 
im Handbuch angegebenen Menge). 
 Inkubation bei 42 °C für 2 min. 
 Zu jeder Probe je 3 µl Reverse Transkription-Mastermix, bestehend aus 0,5 µl 
Reverser Transkriptase, 0,5 µl Reverse Transkription-Primer Mix und 2 µl 5 x Re-
verse Transkription -Puffer, zugeben. 
 Inkubation bei 42 °C für 15 min sowie abschließend bei 95 °C für 3 min. 
Die cDNA kann bei –20 °C für mehrere Wochen gelagert werden. 
6.9.3.4 Polymerase-Kettenreaktion 
Die qRT-PCR ist eine in vitro Methode zur gezielten Vervielfältigung (Amplifikation) be-
stimmter DNA-Sequenzen. Die Amplifikation erfolgt mithilfe der Taq-DNA-Polymerase, 
einem Enzym, das ursprünglich aus dem thermophilen Bakterium Thermus aquaticus stammt. 
Bei der PCR werden für die zu amplifizierenden DNA-Abschnitte genspezifische Primer 
verwendet, deren Basensequenz so gewählt ist, dass sie Exon/Exon-Grenzen überspannen. 
Darüber hinaus muss vor dem eigentlichen Start der PCR die verwendete HotStarTaq-DNA-
Polymerase durch Inkubation bei 95 °C aktiviert werden [Lottspeich und Engels 2006, 
QuantiTect® Primer Assay Handbook 2011, QuantiTect® SYBR Green PCR-Kit 2011]. 
Die PCR selbst läuft in Form eines zyklischen Prozesses von drei aufeinanderfolgenden 
Teilschritten ab, die bis zu 40 x hintereinander wiederholt werden. Im ersten Schritt kommt 
es im Zuge der Denaturierung durch eine Erhitzung auf 95 °C für 15 s zur Auflösung von 
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Wasserstoffbrückenbindungen und schließlich zur Auftrennung des cDNA-Doppelstrangs 
(Template) sowie der Primer in ihre entsprechenden Einzelstränge (siehe Abbildung 6.16 A). 
Im zweiten Schritt wird die Temperatur kurzzeitig (20 – 30 s) auf 50 - 60 °C abgesenkt, 
wodurch eine Anlagerung der Primer an die spezifischen DNA-Sequenzen erfolgt, was auch 
als Primerhybridisierung oder Annealing bezeichnet wird. In weiterer Folge bindet die 
Taq-DNA-Polymerase an das Primer-DNA-Hybrid und beginnt bereits unter Verbrauch von 
Desoxynukleotidtriphosphaten (dNTP) mit der Synthese der DNA-Sequenz (siehe Ab-
bildung 6.16 B). Im dritten Schritt wird die Temperatur für 10 – 30 s auf 72 °C und damit auf 
die Temperatur erhöht, bei der die HotStarTaq-Polymerase das Aktivitätsmaximum auf-
weist, wodurch der DNA-Strang bis zum Ende der Sequenz vervollständigt wird (siehe Ab-
bildung 6.16 C). Im Anschluss an diesen letzten Teilschritt startet der Zyklus wieder von 
Neuem. Das Prinzip der PCR ist schematisch in Abbildung 6.16 dargestellt [Lottspeich und 
Engels 2006, QuantiTect® Primer Assay Handbook 2011, QuantiTect® SYBR Green PCR-Kit 
2011]. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde zur Durchführung der qRT-PCR der 
kommerziell erhältliche QuantiTect® SYBR-Green PCR-Kit (Qiagen) verwendet. 
Durchführung 
 Pro Loch einer sterilen MicroAmp® 96-Lochplatte 19,5 µl der PCR-Reaktionslösung, 
bestehend aus 10 µl 2 x QuantiTect® SYBR-Green PCR Master Mix, 2 µl 
QuantiTect® Primer Assay und 7,5 µl RNase-freies H2O, vorlegen. Zur Über-
prüfung auf Verunreinigungen wird eine cDNA-freie Kontrolle (no-template control) 
mitgeführt. Alle Proben sowie die cDNA-freie Kontrolle werden mindestens als 
Duplikate oder auch als Triplikate bestimmt. 
 Pro Loch jeweils 0,5 µl der cDNA (≙ 500 ng) vorsichtig hinzupipettieren. Das 
Endvolumen beträgt 20 µl. 
 96-Lochplatte mit einer Folie versiegeln und bei RT und 400g für 5 min zentri-
fugieren. 
 96-Lochplatte in den Thermocycler stellen und folgendes PCR-Programm durch-
führen: 
1. Inkubation bei 95 °C für 15 min; 
2. Inkubation bei 94 °C für 15 s; 
3. Inkubation bei 55 °C für 30 s; 
4. Inkubation bei 72 °C für 30 s 
5. Detektion der Fluoreszenz; 
Schritte 2 – 5 werden 39 x wiederholt; 
6. Bestimmung der Schmelzkurven von 60 °C (1 min) bis 95 °C (15 s) in 
Schritten von je 0,3 °C/s. 
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 Abbildung 6.16: Schematische Darstellung des Mechanismus der PCR 
Auswertung 
Durch den bei der qRT-PCR eingesetzten Farbstoff SYBR-Green kann die Amplifikation der 
DNA-Zielsequenz in Echtzeit nach jedem abgeschlossenen Zyklus erfasst werden. Dabei 
handelt es um einen Farbstoff, der aufgrund seiner Struktur in doppelsträngige DNA 
(dsDNA) interkaliert. Der dabei gebildete Komplex kann durch Licht einer Wellenlänge von 
λ = 488 nm (blaues Licht) angeregt werden und emittiert anschließend grünes Licht bei einer 
Wellenlänge von λ = 524 nm. Die Zunahme der Fluoreszenz bei dieser Wellenlänge korreliert 
mit der Zunahme der gebildeten dsDNA und damit mit der Menge der gebildeten Ziel-
sequenz. Zur Sicherstellung, dass die Zielsequenz spezifisch amplifiziert wurde, wird im 
Anschluss an die PCR eine Schmelzkurvenanalyse durchgeführt, die im Falle einer korrekt 
abgelaufenen PCR lediglich ein Peak aufweist [Lottspeich und Engels 2006, QuantiTect® 
SYBR Green PCR-Kit 2011]. 
Die relative Quantifizierung der Transkriptmenge kann durch Bezug auf ein Kontrollgen 
erreicht werden, das durch den Versuchsaufbau selbst nicht beeinflusst bzw. reguliert wird. 
Dabei erfolgt die Berechnung mithilfe der sogenannten ΔΔCT-Methode. Der in diesem Zu-
sammenhang verwendet cycle threshold-(CT)-Wert ist eine theoretische Größe und stellt den 
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Schwellenwert dar, bei dem das Fluoreszenzsignal der Amplifikation erstmals höher als das 
Hintergrundrauschen ist und die Amplifikationskurve in einen exponentiellen Bereich über-
geht [Lottspeich und Engels 2006]. Zur Auswertung der Daten wird den Amplifikations-
kurven jeder Probe ein CT-Wert zugewiesen, wodurch eine Messung im exponentiellen Ab-
schnitt sichergestellt wird. Anschließend werden die CT-Werte der als Duplikate bzw. 
Triplikate gemessenen Proben gemittelt und auf den mittleren CT-Wert des Kontrollgens 
(housekeeping gen) normiert (ΔCT) (siehe Gleichung (6.6)). Im Rahmen der vorliegenden 
Arbeit wurde β-Aktin als Kontrollgen verwendet. Anschließend kann durch Bezug auf die 
jeweilige Kontrolle (für SiO2-Präparationen 10 % FKS-haltiges Medium; t-BHQ = 1 % DMSO 
in 10 % FKS-haltigem Medium) der ΔΔCT-Wert ermittelt werden (siehe Gleichung (6.7)), an-
hand dessen die relative Transkription (rT) mithilfe von Gleichungen (6.8) berechnet wird: 
Anschließend können mithilfe des Students t-Tests signifikante Unterschiede zur Kontrolle 
berechnet werden. 
Reagenzien 
PBS: eiskalt (siehe Abschnitt 6.5.2.7) 
t-BHQ-Lösung: 20 mM in 1 ml DMSO lösen (3,32 mg/ml) 
 1: 100 im Inkubationsmedium verdünnen; Endkonzentration 
200 µM. 
RNeasy® Mini Kit: Qiagen, Hilden, Deutschland 
QuantiTect® Reverse 
Transkription: 
Qiagen, Hilden, Deutschland 
QuantiTect® SYBR-Green 
PCR-Kit: 
Qiagen, Hilden, Deutschland 
QuantiTect® Primer 
Assays: 
Qiagen, Hilden, Deutschland 
GCLC: Hs_GCLC_1_SG, QT00037310 
GCLM: Hs_GCLM_1_SG,QT00038710 
β-Aktin: Hs_ACTB_1_SG, QT00095431  
  
                         (6.6) 
                            (6.7) 
           (6.8) 
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6.9.4 Untersuchungen zur Beeinflussung der Transkription der γ-GCL durch 
den MAPK/ERK1/2-Signalweg 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde des Weiteren der Frage nachgegangen, in-
wieweit die Transkription des Nrf2/ARE-abhängigen Enzyms γ-GCL durch die von den 
12 nm SiO2-NP verursachte Erhöhung der Phosphorylierung der extrazellulär signal-
regulierten Kinasen 1/2 beeinflusst wird (siehe Abschnitt 4.1.5.1). Zur Erfassung dieses 
potenziellen Einflusses auf die Transkription der γ-GCL wurden weitere Untersuchungen 
unter Einsatz eines spezifischen MEK-Inhibitors durchgeführt, der die Phosphorylierung 
von ERK1/2 hemmt. Bei der als Inhibitor eingesetzten Substanz handelt es sich um das in 
Abbildung 4.38 dargestellte 2‘-Amino-3‘-methoxyflavon, dass auch unter der Bezeichnung 
PD98059 vertrieben wird. Der Inhibitor wurd in einer Konzentration von 10 µM eingesetzt. 
Vor dem Hintergrund eines Vergleichs mit den bereits erhobenen Daten zum Einfluss der 
12 nm SiO2-NP auf die Expression der γ-GCL wurden die Inkubationsbedingungen an die 
vorangegangenen Experimente angepasst (siehe Abschnitt 6.9.3). In Anlehnung daran 
wurden die Untersuchungen in diesem Zusammenhang in 10 % FKS-haltigem Medium 
durchgeführt, da andernfalls eine Überlagerung mit den zytotoxischen Eigenschaften der 
12 nm SiO2-NP vorliegen könnte. 
Da die Auswirkungen auf die Transkription der γ-GCL unter Zusatz von PD98059 ebenfalls 
mithilfe der qRT-PCR untersucht wurden, sollen nachfolgend lediglich die Abweichungen 
zu dem in Abschnitt 6.9.3 beschriebenen Protokoll dargelegt werden. 
Durchführung 
 Zellkultvierung analog zu Abschnitt 6.9.3.1 durchführen. 
 Zellen 30 min vor der Partikelinkubation mit 3,35 ml 10 µM PD98059-haltigem 
DMEM (10 % FKS) bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit vorbehandeln. 
Zusätzlich dazu wird eine PD98059-unbehandelte Kontrolle (1 % DMSO im 
Inkubationsmedium) mitgeführt.  
 Überstand nicht verwerfen. Den Überstand um weitere 3,35 ml 10 µM 
PD98059-haltiges Inkubationsmedium (10 % FKS) ergänzen, in dem die doppelte 
Menge der in Tabelle 6.3 angegebenen SiO2-Konzentrationen enthalten ist. Die 
Suspendierung der NP erfolgt ansonsten nach dem SOP (siehe Abschnitt 6.3.1.1). 
t-BHQ wird mit einer Konzentration von 200 µM in 1 % DMSO-haltigem Zell-
kulturmedium als Positivkontrolle mitgeführt. Die Partikelinkubation erfolgt für 
24 h bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit im Brutschrank. 
Alle weiteren Aufarbeitungsschritte erfolgen analog zu den bereits in den Abschnitten 6.9.3.1 
bis 6.9.3.4 erläuterten Durchführungsprotokollen. 
Auswertung 
Die Auswertung erfolgt analog zu dem bereits in Abschnitt 6.9.3.4 beschriebenen Aus-
wertungsverfahren. 
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Reagenzien 
Zusätzlich zu den in Abschnitt 6.9.3 aufgeführten Reagenzien wird Folgendes benötigt: 
PD98059-Stammlösung: 
(2‘-Amino-3‘-methoxyflavon) 
PD98059 1 mM  (267 mg/l) 
 In DMSO lösen und zu 100 µl in schwarzen Reagier-
gefäßen aliquotieren; Lagerung bei -20 °C. 
PD98059-Gebrauchslösung: 
 
PD98059-Stammlösung 1:100 in Inkubationsmedium 
verdünnen. Nicht direktem Licht aussetzen. 
6.10 Untersuchung zum Phosphorylierungsstatus von ERK mittels 
Western Blot-Analyse 
Der Einfluss der 12 nm SiO2-NP auf den Phosphorylierungsstatus von ERK1/2 wurde mittels 
Western Blot-Analyse untersucht. Die Methode basiert im ersten Schritt auf der Auftrennung 
der zellulären Proteine durch eine diskontinuierliche Natriumdodecylsulfat-(sodium 
dodecyl sulfate; SDS)-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE). Dabei bewirkt das im 
Zuge der Gelelektrophorese eingesetzte Detergens SDS sowie das zugesetzte 
β-Mercaptoethanol (siehe Abbildung 6.17), welches zu einer Spaltung der Disulfidbrücken 
führt, eine Auffaltung der Proteinstruktur, wodurch ein Einfluss dieses Parameters auf die 
gelelektrophoretische Proteintrennung ausgeschaltet wird. Darüber hinaus lagert sich das 
verwendete Detergens SDS mit einem Verhältnis von 1,4 g SDS pro 1 g Protein mit der 
hydrophoben Seite an das Peptidrückgrat der Proteine an, wodurch die Eigenladung des 
Proteins überdeckt und ein konstantes Verhältnis von Ladungsmenge zur Molekülgröße 
hergestellt wird [Lottspeich und Engels 2006]. 
SDS
β-Mercaptoethanol
 
Abbildung 6.17: Strukturformel von Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate; SDS) und β-Mercaptoethanol 
Im Anschluss an die Denaturierung wird die Proteinsuspension auf ein Polyacrylamidgel 
aufgetragen und die Proteine durch Anlegen eines elektrischen Feldes aufgetrennt. Die Auf-
trennung der Proteine erfolgt aufgrund der unterschiedlichen Wanderungsgeschwindigkeit 
der denaturierten Proteine im Polyacrylamidgel. Dabei erfahren alle denaturierten Proteine 
im Polyacrylamidgel die gleiche Beschleunigung, werden jedoch aufgrund der Porengröße 
größenabhängig zurückgehalten. Da der hydrodynamische Durchmesser mit der Masse der 
denaturierten Proteine korreliert, erfolgt die Auftrennung der Proteine zwar aufgrund der 
Größe, ist jedoch auch proportional zur Masse. Mithilfe eines mitgeführten Molekular-
gewichtsstandards können die Größen der einzelnen aufgetrennten Proteine bestimmt und 
anhand dieser identifiziert werden [Lottspeich und Engels 2006]. 
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Da eine immunologische Detektion der Proteine im Polyacrylamidgel nicht durchgeführt 
werden kann, werden die aufgetrennten Proteine in einem zweiten Schritt elektrophoretisch 
auf eine Nitrozellulosemembran übertragen. Dabei können kleinere Moleküle die Membran 
durch die Poren passieren, wohingegen größere Moleküle wie Proteine aufgrund von 
hydrophoben Wechselwirkungen adsorbiert werden. Die in diesem Zusammenhang durch-
geführte Elektrophorese wird auch als Blotting bezeichnet und wurde in der vorliegenden 
Arbeit nach der Tank-Blot-Methode durchgeführt (siehe Abschnitt 6.10.4 ) [Lottspeich und 
Engels 2006]. 
Nach erfolgreichem Transfer auf die Nitrozellulosemembran erfolgt die immunologische 
Detektion und Charakterisierung der Proteine. Dazu wird im ersten Schritt ein Primäranti-
körper (1. AK) eingesetzt, der spezifisch an das zu identifizierende Protein bindet. Im 
darauffolgenden zweiten Schritt wird ein Sekundärantikörper (2. AK) eingesetzt, der zum 
einen spezifisch gegen den 1. AK gerichtet ist und zum anderen mit dem Enzym Meer-
rettichperoxidase (horseradish peroxidase; HRP) konjugiert ist. HRP katalysiert die Oxidation 
von Luminol in Gegenwart von H2O2, wobei die dabei freiwerdende Energie in Form von 
Chemilumineszenz auftritt und mithilfe einer speziellen Kamera erfasst und zur Quanti-
fizierung herangezogen werden kann [Lottspeich und Engels 2006]. 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss auf die Phosphorylierung von 
ERK1/2 exemplarisch anhand der 12 nm SiO2-NP untersucht. In diesem Zusammenhang 
wurden die Untersuchungen trotz der zytotoxischen Eigenschaften der Partikel ausschließ-
lich in Medium mit einer FKS-Konzentration von 1 % durchgeführt. Dieser Kompromiss 
musste eingegangen werden, da der Einfluss der im FKS enthaltenen Wachstumsfaktoren 
ebenfalls zu einem erhöhten Phosphorylierungsstatus von ERK1/2 führen kann. Aufgrund 
der daraus resultierenden höheren Hintergrundlevel ist die Erfassung einer Zunahme des 
Phosphorylierungsstatus von pERK1/2 nur unzureichend möglich. Eine Überlagerung mit 
den zytotoxischen Effekten der Partikel wurde vermieden, indem lediglich Kurzzeit-
inkubationen von maximal 45 min durchgeführt wurden. Darüber hinaus wurde neben dem 
pERK1/2-Status auch der Gehalt von nicht phosphoryliertem ERK erfasst, um eine Aussage 
über die Entwicklung des endogenen Status treffen zu können. Darüber hinaus wurde 
α-Tubulin als Beladungskontrolle mitgeführt. Als Positivkontrolle wurde EGF in einer 
Konzentration von 0,2 mg/ml eingesetzt. EGF ist ein Wachstumsfaktor, der bekanntermaßen 
über den EGFR wirkt und durch vorgeschaltete Kinasen schließlich zu einer 
Phosphorylierung von ERK führt. 
6.10.1 Zellkultivierung und Partikelinkubation 
Durchführung 
 1,8 – 2,0 x 106 HT29-Zellen in einer Gewebekulturschale (Ø = 10 cm) ausstreuen und 
für 48 h bis zu einer Konfluenz von etwa 80 % anwachsen lassen. Die Kultivierung 
der Zellen erfolgt in 10 ml Zellkulturmedium bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % relativer 
Luftfeuchtigkeit. 
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 Zellen mit 18,1 ml (SiO2-Partikel) der nach SOP (siehe Abschnitt 6.3.1) suspendierten 
Partikel mit den in Tabelle 6.3 angegebenen Konzentrationsstufen inkubieren. Als 
Positivkontrolle wird EGF in einer Endkonzentration von 0,2 mg/ml mitgeführt, die 
im Gegensatz zu den Partikelproben nur über einen Zeitraum von 15 min inkubiert 
wird. 
 Nach Ablauf der Inkubationszeit Medium abgießen und zur Entfernung von 
Partikel- und Mediumresten 2 x mit 5 ml eiskaltem PBS waschen. 
6.10.2 Zellaufarbeitung 
Durchführung 
Alle folgenden Aufarbeitungsschritte erfolgen auf Eis. 
 Im Anschluss an die Waschschritte PBS-Reste mit einer Pipette gründlich ab-
nehmen. 
 Pro Gewebekulturschale 200 µl RIPA-Puffer zugeben und Zellen mit einem sterilen 
Einwegschaber vom Boden der Platte lösen. 
 Zellen in einen auf Eis vorgekühlten Handhomogenisator überführen und durch 40 
Hübe mit einem tight-Pistill homogenisieren. 
 Anschließend das Homogenisat in ein 1,5 ml Reagiergefäß überführen und bei 4 °C 
und 20000g für 10 min zentrifugieren. 
 Überstand vorsichtig abnehmen und in ein neues 1,5 ml Reagiergefäß überführen. 
 10 µl des Überstands 1:10 in H2O(bidest.) verdünnen und zur Bestimmung des 
zellulären Proteingehalts nach Bradford verwenden (siehe Abschnitt 6.7.1). 
 In einem neuen 1,5 ml Reagiergefäß den Proteingehalt der Proben mit H2O(bidest.) 
auf 240 µg/ml einstellen und 100 µl davon mit 20 µl 6 x SDS Probenpuffer versetzen. 
 Proben für 5 min bei 95 °C mit 950 rpm im Thermoinkubationsmischer de-
naturieren. 
6.10.3 Auftrennung der zellulären Proteine mittels diskontinuierlicher SDS-
PAGE 
Die Auftrennung der Proteine erfolgt mithilfe einer diskontinuierlichen SDS-PAGE in einem 
vertikalen Doppelgelelektrophoresesystem nach Laemmli (MiniPROTEAN, Tetra Cell, 
Bio-Rad). Sowohl die Trenn- als auch Sammelgele werden vor jedem Versuch frisch ge-
gossen. Dazu werden Glasplatten entsprechend der Anleitung des Herstellers im Gießstand 
fixiert, die nachfolgend auch als Wände der Kathodenpufferkammer dienen. Zur Trennung 
der Proteine können Trenngele mit unterschiedlichem Acrylamid-Anteil eingesetzt werden. 
Aufgrund eines vergleichbaren Molekulargewichts (MG) der Zielproteine wurden jedoch 
Trenngele mit identischem Acrylamid-Anteil (AA-Anteil) eingesetzt (siehe Tabelle 6.8).  
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Tabelle 6.8: Molekulargewichte (MG) der untersuchten Zielproteine und  
die zur Auftrennung benötigte Acrylamid-(AA)-Anteile im Trenngel. 
Zielprotein MG [kDA] AA-Anteil im Trenngel [%] 
ERK1/2 42/44 12 
pERK1/2 42/44 12 
α-Tubulin 54 12 
Unabhängig vom MG der Proteine wird als Sammelgel immer ein Polyacrylamidgel mit 
einem AA-Anteil von 4 % verwendet. Die Zusammensetzung und die Pipettierschemata für 
ein 4%iges Sammel- und 12%iges Trenngels sind in Tabelle 6.9 angegeben. Die Angaben be-
ziehen sich jeweils auf die Herstellung eines Sammel- bzw. Trenngels mit den Maßen 
(B x H x T = 8,3 cm x 7,3 cm x 0,01 cm). 
Tabelle 6.9: Zusammensetzung des Sammel- bzw. Trenngels 
Komponente Trenngel 12 % AA-Anteil Sammelgel 4 % AA-Anteil 
H2O(bidest.) 1,72 ml 1,2 ml 
1,5 M TRIS-Puffer (pH 8,8) 1,23 ml - 
0,5 M TRIS-Puffer (pH 6,8) - 0,5 ml 
Rotiphores-Lösung 
(Acrylamid-Lösung 37,5:1) 
1,97 ml 0,5 ml 
SDS-Lösung (10 %) 49,2 µl 20 µl 
APS-Lösung (10 %) 
Radikalstarter 
24,6 µl 20 µl 
TEMED 
(N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylendiamin) 
Stabilisator 
2,46 µl 2 µl 
Nachfolgend werden die einzelnen Arbeitsschritte zum Gießen des Sammel- und Trenngels 
als auch zur Durchführung der SDS-PAGE aufgeführt. 
Durchführung 
 Glasplatten und Kämme mit Ethanol entfetten und mithilfe der Fixierklemmen in 
den Gießstand einspannen. 
 Etwa 4,5 ml des Trenngels zwischen die beiden Glasplatten pipettieren und an-
schließend zum Abschluss vor Luft mit n-Butanol überschichten. Das Trenngel 
mindestens für 45 min bei RT oder aber über Nacht bei 4 °C auspolymerisieren 
lassen. 
 Anschließend n-Butanol entfernen und mit H2O(bidest.) nachspülen. Reste mithilfe 
von Filterpapier entfernen. 
 Sammelgel bis zur Oberkante der Glasplatten einfüllen und anschließend den 
Kamm zügig unter Vermeidung von Luftblasen zwischen die Glasplatten stecken. 
 Sammelgel mindestens 30 min aushärten lassen.  
 Den Kamm vorsichtig entfernen und Gel- sowie Pufferreste mithilfe einer an eine 
Wasserstrahlpumpe angeschlossenen Kanüle entfernen. 
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 Pro Geltasche 20 µl der Probe mit einer Proteingesamtmenge von 60 µg auftragen. 
Zusätzlich wird zur Identifizierung des Zielproteins ein Proteinmolekulargewichts-
standard mitgeführt (SpectraTM Multicolor, Fermentas Life Science). 
 Die Proben in den Geltaschen vorsichtig mithilfe einer Pipette mit 
1 x SDS-Laufpuffer überschichten, sodass keine Verwirbelungen entstehen. 
 Elektrophoresekammer mit 1 x SDS-Laufpuffer auffüllen und die Elektrophorese 
unter folgenden Einstellungen starten: 150 W, 1000 mA und 30 min 100 V. 
Anschließend 30 min bei 120 V, dann 1,5 h bei 140 V. 
 
Abbildung 6.18: Schematische Darstellung eines vertikalen Elektrophoresesystems  
[entnommen aus Pelka 2010] 
6.10.4 Proteintransfer auf eine Nitrozellulosemembran und Detektion mittels 
spezifischer Antikörper 
Der gelelektrophoretische Transfer der aufgetrennten Proteine erfolgt mittels 
Tank-Blot-Verfahren unter Verwendung von Blottingpuffer. Im Anschluss daran kann die 
immunochemische Detektion der Zielproteine durchgeführt werden. Zusätzlich dazu wird 
das Strukturprotein α-Tubulin als Beladungskontrolle mitgeführt. Da dieses ein im Vergleich 
zu ERK1/2 ähnliches MG aufweist, wird α-Tubulin zur Vermeidung von Überlagerungen bei 
der Detektion auf einem separaten Gel mitgeführt. 
Durchführung 
 Pro Gel jeweils zwei Whatmanpapiere sowie eine Nitrozellulosemembran 
mindestens 15 min vorher in 1 x Blottingpuffer äquilibrieren. 
 Ein Whatmanpapier auf die Anodenseite der Gelkassette legen, auf das wiederum 
die Nitrozellulosemembran und anschließend das Polyacrylamidgel platziert 
werden. Abschließend wird ein Whatmanpapier oben aufgelegt und das 
„Sandwich“ mit einer Walze unter leichtem Druck von eingeschlossenen Luftblasen 
befreit. Den „Sandwich“ zwischen zwei Faser-Pads platzieren und nach Einschluss 
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in die Gelkassette in den Tank-Blotter hängen. In diesem Zusammenhang ist darauf 
zu achten, dass die Gelkassette in der richtigen Ausrichtung in den Tank-Blotter 
eingehängt wird (Nitrozellulosemembran in Richtung Anode) (siehe Abbildung 
6.19). 
 Der Blot-Prozess erfolgt bei 1000 mA, 150 W und 150 V für 75 min. 
 Nach erfolgreichem Proteintransfer die Nitrozellulosemembran bei RT für 1 h in 
Blockingreagenz schwenken. 
 Inkubation der Nitrozellulosemembran mit einer entsprechenden Verdünnung des 
Primärantikörpers in BSA-Reagenz über Nacht bei 4 °C (alternativ 1 h bei RT). Die 
AK-Verdünnung beträgt im Fall von pERK1/2 und ERK1/2 jeweils 1:1000 und bei 
α-Tubulin 1:5000. 
 Nitrozellulosemembran 3 x mit je 5 ml Waschpuffer waschen. 
 Inkubation der Nitrozellulosemembran mit einer entsprechenden Verdünnung des 
Sekundärantikörpers in BSA-Reagenz für 1 h bei RT. Die Verdünnungen der 
Sekundärantikörper betragen im Fall von pERK1/2 und ERK1/2 jeweils 1:2000 und 
bei α-Tubulin 1:5000. 
 Nitrozellulosemembran 3 x mit je 5 ml Waschpuffer waschen. 
 Nitrozellulosemembran für 60 s in 4 ml einer 1:1 Verdünnung der beiden 
LumiGlo®-Reagenzien schwenken 
Anschließend wird die bei der Oxidation von Luminol durch H2O2 freigesetzte Chemi-
lumineszenz mithilfe einer speziellen Kamera (LAS-4000, Image Reader, Fujifilm) erfasst. Die 
Intensität des Lichts korreliert dabei mit der gebundenen AK-Menge und damit auch mit 
dem Gehalt des gesuchten Proteins. 
 
Abbildung 6.19: Schematische Darstellung des verwendeten Tank-Blot-Verfahrens (Trans-Blot® Cell, Bio Rad)  
[entnommen aus Pelka 2010]. 
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Auswertung 
Die Auswertung erfolgt mithilfe einer speziellen Bildanalyse-Software (Multi Gauge, Version 
3.2, Fujifilm). Dabei können anschließend die Auswirkungen der SiO2-Präparationen auf den 
Phosphorylierungsstatus von ERK1/2 durch eine semiquantitative Erfassung der Protein-
menge dargestellt werden, die in Bezug zu der auf 100 % normierte Lösungsmittelkontrolle 
(1 % FKS-haltiges Medium) gesetzt wird. 
Reagenzien 
PBS:  eiskalt (siehe Abschnitt 6.5.2.7) 
RIPA-Puffer: TRIS/HCl 
NaCl 
EDTA 
NaF 
Igepal Ca-630 
50 mM 
250 mM 
1 mM 
1 mM 
1 % (v/v) 
(6,06 g/l) 
(14,6 g/l) 
(0,372 g/l) 
(0,042 g/l) 
10 ml 
 In H2O(bidest.) lösen und mit HCl auf pH 7,4 ein-
stellen; 250 ml ansetzen; Lagerung bei 4 °C.  
unmittelbar vor Gebrauch zugeben: Na3VO4 
Proteaseinhibitormix 
PMSF 
1 % (v/v) 
2 % (v/v) 
0,5 % (v/v)  
 
TRIS/HCl (pH 8.8) : TRIS 
HCl konz. 
1,5 M (182 g/l) 
 In H2O(bidest.) lösen und mit konz. HCl auf pH 8,8 
einstellen; Lagerung bei 4 °C. 
TRIS/HCl (pH 6.8): TRIS 
HCl konz. 
0,5 M (60,6 g/l) 
 In H2O(bidest.) lösen und mit konz. HCl auf pH 6,8 
einstellen; Lagerung bei 4 °C. 
Rotiphores-Lösung: 30 % (v/v) Acrylamid/Bisacrylamid = 37,5:1 
Gebrauchsfertige Lösung. 
APS-Lösung: Ammoniumperoxo-
sulfat 
10 % (w/v)  
 In H2O(bidest.) lösen; Lagerung bei 4 °C. 
SDS-Lösung: Na-Dodecylsulfat 
(SDS) 
10 % (w/v)  
 In H2O(bidest.) lösen und anschließend filtrieren; 
nicht bei 4 °C lagern. 
TEMED: N,N,N‘,N‘-
Tetramethylethylendi
amin 
gebrauchsfertige Lösung 
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6 x SDS-Probenpuffer: TRIS/HCl (pH 6,8) 
Glycerol 
SDS 
Bromphenolblau 
β-Mercaptoethanol 
0,5 M 
 
 
 
5 % (v/v) 
50 ml 
40 ml 
1,24 g 
0,16 g 
 Mit H2O(bidest.) auf 100 ml auffüllen und an-
schließend zu 1 ml in 1,5 ml Reagiergefäße ali-
quotieren; Lagerung bei 4 °C; vor Gebrauch mit 
52,6 µl β-Mercaptoethanol versetzen.  
10 x SDS-Laufpuffer: TRIS/HCl (pH 8,3) 
Glycin 
SDS 
250 mM 
2 M 
1 % (w/v) 
(150 g/l) 
(30,29 g/l) 
(10 g/l) 
 Mit H2O(bidest.) auf 1 l auffüllen und pH-Wert mit 
HCl auf 8,3 einstellen; für Gebrauch 1:10 mit 
H2O(bidest.) verdünnen; Lagerung bei RT. 
2 x Blottingpuffer: TRIS/HCl (pH 8,3) 
Glycin 
SDS 
Methanol 
96 mM 
78 mM 
0,074 % (w/v) 
40 % (v/v) 
(5,85 g/l) 
(11,65 g/l) 
(0,74 g/l) 
400 ml 
 Mit H2O(bidest.) auf 1 l auffüllen; für Gebrauch 1:2 
mit H2O(bidest.) verdünnen; Lagerung bei RT. 
20 x TBS : 
(TRIS-buffered saline; TRIS-gepufferte 
Salzlösung) 
TRIS/HCl (pH 7,6) 
NaCl 
 
0,4 M 
2,6 M 
(152 g/l) 
(48,5 g/l) 
 Mit H2O(bidest.) auf 1 l auffüllen und pH-Wert auf 
mit HCl auf 7,6 einstellen; für Gebrauch 1:20 mit 
H2O(bidest.) verdünnen; Lagerung bei RT. 
Blockingreagenz: Milchpulver 
Tween 20 
5 % (w/v) 
0,1 % (v/v) 
 
 In 1 x TBS lösen; immer frisch ansetzen. 
Waschpuffer: 0,3 % (v/v) Tween 20 in 1 x TBS. Lagerung bei RT. 
Antikörperpuffer: BSA 
Tween 20  
5 % (w/v) 
0,1 % (v/v) 
 
 In 1 x TBS lösen; immer frisch ansetzen. 
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Primärantikörperlösung: ERK-Antikörper (p42/p44; monoklonaler 
Maus-AK, Cell Signaling) 1:1000 in Antikörper-
puffer verdünnen. 
Pro Nitrozellulosemembran 2,5 ml. 
pERK1/2-Antikörper (p-p44/p42; monoklonaler 
Maus-AK, Cell Signaling) 1:1000 in Antikörper-
puffer verdünnen.  
Pro Nitrozellulosemembran 2,5 ml. 
α-Tubulin-Antikörper (monoklonaler Maus-AK, 
Santa Cruz) 1:5000 in Antikörperpuffer verdünnen.  
Pro Nitrozellulosemembran 2,5 ml. 
Sekundärantikörperlösung: Goat-Anti-Rabbit IgG-HRP-Antikörper (Santa 
Cruz) 1:5000 in Antikörperlösung verdünnen.  
Pro Nitrozellulosemembran 2,5 ml. 
Goat-Anti-Mouse IgG-HRP-Antikörper (Santa 
Cruz), 1:5000 in Antikörperlösung verdünnen.  
Pro Nitrozellulosemembran 2,5 ml. 
6.11 Untersuchungen zum genotoxischen Potenzial 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die genotoxischen Eigenschaften der 
SiO2-Präparationen sowie der Pt-NP anhand verschiedener Endpunkte untersucht. In 
diesem Zusammenhang wurde das genotoxische Potenzial der SiO2-Präparationen mithilfe 
der Einzelzellgelelektrophorese (Comet-Assay) erfasst. 
Des Weiteren wurden bezüglich der bereits nachgewiesenen DNA-strangbrechenden 
Eigenschaften der Pt-NP [Pelka 2010] weitergehende Versuche zur Aufklärung des zugrunde 
liegenden Mechanismus durchgeführt, darunter Untersuchungen zur Spezifizierung der 
DNA-Läsionen (H2AX-Phosphorylierung) sowie zum Ausmaß der DNA-Platinierung. 
6.11.1 Bestimmungen des DNA-strangbrechenden Potenzials mittels 
Einzelzellgelelektrophorese (Comet-Assay) 
Die Einzelzellgelelektrophorese (auch Comet-Assay) ist ein Verfahren, das die Detektion von 
DNA-Strangbrüchen ermöglicht und somit Auskunft über das genotoxische Potenzial einer 
Testsubstanz gibt. Die Methode wurde ursprünglich von Ostling und Johanson [1984] ent-
wickelt und von Singh [1988] durch den Einsatz unter alkalischen Bedingungen weiter-
entwickelt. Während die ursprünglich Methode unter neutralen Bedingungen durchgeführt 
wird und sich zum Nachweis von DNA-Doppelstrangbrüchen (DSB) eignet, können mithilfe 
des alkalischen Comet-Assays weitere DNA-Läsionen erfasst werden, darunter primär 
Einzelstrangbrüche (single strand breaks; SSB), alkalisensitive Stellen (bspw. Apurine-(AP)-
Stellen), DNA-DNA sowie DNA-Protein-Querverbindungen [Tice et al. 2000]. 
Des Weiteren kann die Methode durch den Einsatz des aus E. Coli stammenden 
DNA-Reparaturenzyms Formamidopyrimidin-DNA-glykosylase (FPG) um die Detektion 
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sogenannter FPG-sensitiver Stellen erweitert werden. Dabei werden modifizierte 
DNA-Basen durch das Enzym aus dem DNA-Rückgrat herausgeschnitten und so in weitere 
Einzelstrangbrüche transformiert Da diese FPG-sensitiven Stellen meist oxidative 
DNA-Modifikationen wie bspw. 8-OxoGuanin darstellen, wird eine Zunahme der Strang-
bruchrate infolge einer FPG-Behandlung meist mit einer oxidativen DNA-Schädigung 
gleichgesetzt (siehe Abschnitt 2.8.1) [Tice et al. 2000]. Der schematische Ablauf des 
Comet-Assays ist in Abbildung 6.20 dargestellt. 
 
Abbildung 6.20: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs der Einzelzellgelelektrophorese (Comet-Assay) unter 
alkalischen Bedingungen mit zusätzlicher FPG-Behandlung. 
Dabei werden die zu untersuchenden Zellen im An-
schluss an die Substanzinkubation in Agarose ein-
gebettet und mithilfe verschiedener Puffer lysiert. In 
weiterer Folge wird der DNA-Doppelstrang unter 
alkalischen Bedingungen (pH ≥ 13) aufgetrennt und 
eine Elektrophorese durchgeführt. Aufgrund des 
Phosphatrückgrats liegt die DNA unter alkalischen 
Bedingungen negativ geladen vor, weshalb diese im 
elektrischen Feld in Richtung Anode wandert. Die 
Wanderungsgeschwindigkeit ist neben der 
elektrischen Feldstärke vor allem von der Größe des 
DNA-Fragments abhängig. Der Comet-Assay basiert letztlich darauf, dass unter diesen Be-
dingungen DNA-Fragmente, die aus Strangbrüchen hervorgegangen sind, schneller und 
weiter zur Anode wandern, wohingegen hochmolekulare intakte DNA nicht in der Lage ist, 
in das Agarosegel zu migrieren. Die dadurch gebildete Struktur bestehend aus einem Kopf 
aus intakter DNA und einem Schweif der DNA-Fragmente erinnert an einen Kometen, was 
namensgebend für die Methode war. Im Anschluss an die Elektrophorese wird die DNA mit 
dem roten Phenandridinfarbstoff Ethidiumbromid angefärbt (siehe Abbildung 6.21), einem 
Fluoreszenzfarbstoff, der aufgrund seiner planaren Struktur in die DNA interkaliert [Römpp 
2011b]. Die DNA kann daraufhin mithilfe eines Fluoreszenzmikroskops sichtbar gemacht 
und eine Schädigung durch eine spezielle Software ausgewertet werden (siehe Abbildung 
6.22). In diesem Zusammenhang wird das Verhältnis der Fluoreszenzintensität vom 
Kometenschweif zum Kometenkopf bestimmt und in Form der sogenannten Schweifintensi-
tät (tail intensity; TI) angegeben [Collins et al. 2008, Tice et al. 2000]. 
Abbildung 6.21: Strukturformel von 
Ethidiumbromid 
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Abbildung 6.22: Aufnahmen vom mit Ethidiumbromid angefärbten Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop. A: ungeschädigte 
Zelle; B: geschädigte Zelle; C: geschädigte Zelle mit nach zusätzlicher FPG-Behandlung. 
6.11.1.1 Vorbereitung der Objektträger 
Durchführung 
Vor Beginn der eigentlichen Zellaufarbeitung sollten die benötigen Objektträger (OT) vor-
bereitet werden. Dabei wird in Zusammenhang mit dem alkalischen Comet-Assay für jede 
inkubierte Probe ein OT benötigt. Wird zusätzlich dazu auch eine FPG-Behandlung der 
Proben durchgeführt, muss für jede Probe ein weiterer OT vorbereitet werden. Verwendet 
werden einseitig mattierte OT. 
 Auf die aufgeraute Seite der OT 40 µl normal melting Agarose (NMA) geben, mithilfe 
eines zweiten OT glatt streichen und anschließend aushärten lassen. 
 Auf die grundierten OT 2 x je 65 µl NMA im Abstand von etwa 1 cm auftragen und 
luftblasenfrei mit Deckgläsern bedecken. 
 Die OT zum Aushärten der Gel-Pads für mindestens 30 min auf eine eisgekühlte 
Unterlage legen. Anschließend bis zum Gebrauch in einer befeuchteten OT-Box bei 
4 °C lagern. 
6.11.1.2 Zellinkubation und Aufarbeitung 
Durchführung 
 In Abhängigkeit von der darauffolgenden Inkubationsdauer 0,3 x 106 (24 h) oder 
0,5 x 106 (3 h) HT29-Zellen in einer Gewebekulturschale (Ø = 6 cm) ausstreuen und 
für 48 h bis zu einer Konfluenz von etwa 80 % anwachsen lassen. Die Kultivierung 
der Zellen erfolgt in 5 ml Zellkulturmedium bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % relativer 
Luftfeuchtigkeit. 
 Zellen mit 5 ml (Silica-Suspension) bzw. 6,7 ml (SiO2-Partikel) der nach SOP (siehe 
Abschnitt 6.3.1) suspendierten Partikel mit den in Tabelle 6.3 angegebenen 
Konzentrationsstufen inkubieren. Die Zellen der Positivkontrolle werden einer 
2-minütigen Bestrahlung mit UV-B-Licht (λ = 312 nm; E = 448 J/cm²) unterzogen. 
UV-Inkubator vorher 10 min einbrennen lassen. 
 Nach Ablauf der Inkubationszeit Medium abgießen und zur Entfernung von 
Partikel- und Mediumresten 2 x mit 5 ml eiskaltem PBS waschen. 
 Zellen mit 0,5 ml Trypsin für 1,5 min im Brutschrank inkubieren. 
 Trypsin durch Zugabe von 0,5 ml 10 % FKS-haltigem Medium inaktivieren. 
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 Zellen nach mehrmaligem Abspülen in ein auf Eis gelagertes 2 ml Reagiergefäß 
überführen. Gewebekulturschalenboden einmal mit 0,5 ml 10 % FKS-haltigem 
Medium nachspülen und mit restlicher Zellsuspension vereinigen.  
 Viabilitätsbestimmung mittels Trypanblauausschluss (siehe Abschnitt 6.8.1).  
Die Viabilität der Zellen soll hierbei nicht unter 80% liegen.  
6.11.1.3 Einbettung der Zellen auf dem Objektträger 
Durchführung 
 Von jeder Probe vier Aliquote mit etwa 30000 Zellen entnehmen und jeweils in ein 
neues, codiertes 1,5 ml Reagiergefäß überführen.  
 Zellsuspension bei 4 °C und 420g für 10 min abzentrifugieren und anschließend den 
Überstand vorsichtig abpipettieren. 
 Die Deckgläser auf den Gel-Pads der vorbereiteten OT vorsichtig abziehen. 
 Das Zellpellet luftblasenfrei in 65 µl low melting Agarose (LMA) resuspendieren 
(nicht zu stark erhitzen), auf die NMA-Gel-Pads der entsprechend codierten OT 
geben und durch Deckgläser luftblasenfrei abdecken. 
 Zum Aushärten der LMA die OT für mindestens 30 min auf eine eisgekühlte Unter-
lage legen.  
 Deckgläser vorsichtig abziehen und OT in einen mit 100 ml 4 °C kaltem Lysepuffer 
gefüllten Coplin-Becher stellen. Die Zelllyse für mindestens 1 h (besser über Nacht) 
bei 4 °C durchführen. 
6.11.1.4 FPG-Behandlung 
Durchführung 
Die Behandlung der Zellen mit FPG ist optional und nicht zwingend Teil des alkalischen 
Comet-Assays. In der vorliegenden Arbeit wurde der Comet-Assay grundsätzlich immer zu-
sammen mit einer FPG-Behandlung durchgeführt. 
 OT aus dem Lysepuffer nehmen, abtropfen lassen und 3 x für je 5 min mit 4 °C 
kaltem FPG-Enzympuffer waschen. 
 Während des letzten Waschschritts 10 µl Aliquote des konzentrierten Enzyms auf 
Eis auftauen und durch Zugabe von 290 µl 4 °C kaltem FPG-Enzympuffer 1:30 ver-
dünnen. 
 Nach Abschluss des letzten Waschschritts OT aus dem FPG-Enzympuffer nehmen, 
abtropfen lassen und auf jedes Gel-Pad 50 µl der verdünnten FPG-Enzymlösung 
geben. 
 Gel-Pads luftblasenfrei mit einem Deckglas abdecken und für genau 30 min in einer 
vorgewärmten und befeuchteten Kammer bei 37 °C im Brutschrank inkubieren. 
6 Material und Methoden 
297 
 
 Die OT der FPG-unbehandelten Proben werden der gleichen Prozedur unterzogen, 
jedoch lediglich mit 50 µl reinem FPG-Enzympuffer behandelt. 
6.11.1.5 Alkalisierung und Elektrophorese 
Durchführung 
 Direkt im Anschluss, Deckgläser auf den Gel-Pads vorsichtig entfernen, die OT in 
eine auf Eis stehende Elektrophoresekammer legen, fixieren und für 20 min im 4 °C 
kalten Elektrophoresepuffer äquilibrieren. 
 Anschließend eine 20-minütige Elektrophorese bei konstant 25 V und einer Strom-
stärke von 300 mA durchführen. Die Stromstärke wird zu beginn durch Zugabe 
bzw. Abnahme von Elektrolysepuffer eingestellt. 
 OT aus der Elektrophoresekammer nehmen, in einen Coplin-Becher stellen und 3 x 
für je 5 min mit Neutralisationspuffer waschen. 
6.11.1.6 Anfärbung 
Durchführung 
 Auf jedes Gel-Pad 30 µl Ethidiumbromid-Gebrauchslösung pipettieren und mit 
einem Deckglas abdecken. 
Die OT können anschließend in einer befeuchteten OT-Box bei 4 °C für 2-3 Tage gelagert 
werden. Trotzdem sollte die Auswertung so bald als möglich erfolgen, da die Migration von 
Ethidiumbromid in das umliegende Agarosegel zu Unschärfen bei der Auswertung führt. 
Auswertung 
Die Auswertung erfolgt mithilfe eines Fluoreszenzmikroskops (Axioskop A1, Zeiss, Deutsch-
land) mit einer Quecksilberdampflampe als Lichtquelle. Mittels eines nachgeschalteten CY-3 
Filters erfolgt die Anregung von Ethidiumbromid bei einer Wellenlänge von λ = 512 nm. Die 
Emission erfolgt bei einer Wellenlänge von λ = 590 nm. Das Bild wird von einer 
CCD-Kamera aufgenommen und computergestützt mittels einer speziellen Software 
(Comet-Assay IV, Perceptive Instruments; England) ausgewertet. Als Auswerte Parameter 
hierfür wird die Schweifintensität herangezogen, die sich aus dem Intensitätsverhältnis der 
Fluoreszenz von Kometenschweif zu -Kopf errechnet und linear proportional zur 
DNA-Schädigung ist [Collins et al. 2008]. Pro Gel-Pad werden mindestens 50 einzelne sich 
nicht überlagernde Zellen ausgewertet und der MW der Schweifintensitäten gebildet. Im 
Anschluss daran erfolgt die Decodierung der OT und Zuordnung der DNA-Schädigung zu 
den einzelnen Substanzen. Nachfolgend werden die Schweifintensitäten mehrerer Experi-
mente zusammengefasst und nach Berechnung des MW und der SD mithilfe des Students 
t-Tests auf signifikante Unterschiede zur Kontrolle bzw. zwischen den korrespondierenden 
FPG-behandelten und -unbehandelten Proben untersucht. 
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Reagenzien 
PBS: eiskalt (siehe Abschnitt 6.5.2.7) 
Trypsin:  (siehe Abschnitt 6.5.2.7) 
DMEM: 10 % FKS, 1 P/S (siehe Abschnitt 6.5.2.7) 
Phosphatpuffer für Agarose: NaCl 
KCl 
KH2PO4 
Na2HPO4 
137 mM 
2,7 mM 
1,5 mM 
8,1 mM 
(8 g/l) 
(0,2 g/l) 
(0,2 g/l) 
(1,15 g/l) 
 In H2O(bidest.) lösen und auf einen pH-Wert von 7,4 
einstellen. 
NMA: 0,8 % (w/v) in Phosphatpuffer 
LMA: 0,8 % (w/v) in Phosphatpuffer 
Lysepuffer-Stammlösung: NaCl 
EDTA 
TRIS 
Na-Laurylsarcosinat 
2,5 M 
100 mM 
10 mM 
1 % (w/v) 
(146,1 g/l) 
(37,23 g/l) 
(1,21 g/l) 
 
 In 1 l H2O(bidest.) lösen und mit NaOH auf pH 10 ein-
stellen. 
Lysepuffer-Gebrauchslösung: Lysepuffer-Stammlösung 
DMSO (techn.) 
Triton X-100 
89 % 
10 % 
1 % 
 
Elektrophoresepuffer: 60 ml NaOH 
10 ml EDTA 
10 M 
200 mM 
(400 g/l) 
(74,46 g/l) 
 Mit H2O(bidest.) auf 2 l auffüllen; Lagerung bei 4 °C. 
Ethidiumbromid-Stammlösung: 10 mg/ml in H2O(bidest.). 
Ethidiumbromid-Gebrauchslösung: Ethidiumbromid-Stammlösung mit H2O(bidest.) 1:500 
auf eine Endkonzentration von 20 µg/ml verdünnen. 
10 x FPG-Puffer: HEPES 
KCl 
EDTA 
BSA 
400 mM 
1 M 
5 mM 
0,2 % (w/v) 
(95,32 g/l) 
(74,55 g/l) 
(1,86 g/l) 
(2 g/l) 
 In H2O(bidest.) lösen und mit verdünnter KOH auf 
pH 8 einstellen. Puffer in 50 ml Aliquote aufteilen 
und bei -20 °C lagern. Vor Gebrauch auftauen und 
1:10 mit H2O(bidest.) verdünnen ≙ 1 x 
FPG-Enzympuffer. 
FPG-Enzymlösung: 1:300 in 1 x FPG-Enzympuffer. Erst unmittelbar vor 
Gebrauch ansetzen; auf Eis aufbewahren. 
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Neutralisationspuffer: TRIS 400 mM (48,46 g/l) 
 In H2O(bidest.) lösen und mit HCl auf pH 7,4 ein-
stellen. 
6.11.2 Untersuchungen zur Bildung von Doppelstrangbrüchen 
Im Zusammenhang mit den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Pt-NP konnte in 
vorangegangenen Untersuchungen bereits ein DNA-strangbrechendes Potenzial mithilfe des 
alkalischen Comet-Assays nachgewiesen werden. Da diese Methode jedoch keine weitere 
Spezifizierung der Läsionen zulässt, wurden im Rahmen dieser Arbeit Untersuchungen zur 
Bildung von DSB durchgeführt. Dabei wurde die Phosphorylierung des Histons H2AX als 
Biomarker herangezogen und mittels der bereits in Abschnitt 6.10 beschriebenen dis-
kontinuierlichen SDS-PAGE und Western Blot-Analyse untersucht. Nachfolgend werden 
Abweichungen und Ergänzungen zu dem in Abschnitt 6.10 beschriebenen Durchführungs-
protokollen aufgeführt. Die Untersuchungen wurden exemplarisch anhand der 
Pt-NP < 20 nm durchgeführt. 
6.11.2.1 Zell- und Partikelinkubation 
Durchführung 
 1,8 – 2,0 x 106 HT29-Zellen in einer Gewebekulturschale (Ø = 10 cm) ausstreuen und 
für 48 h bis zu einer Konfluenz von etwa 80 % anwachsen lassen. Die Kultivierung 
der Zellen erfolgt in 10 ml Zellkulturmedium bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % relativer 
Luftfeuchtigkeit. 
 Zellen mit 13,6 ml (Pt-NP < 20 nm) der nach SOP (siehe Abschnitt 6.3.2) 
suspendierten NP über einen Konzentrationsbereich von 0,1 – 1000 ng/cm² 
inkubieren. Als Positivkontrolle wird Etoposid in einer Endkonzentration von 
50 µM (in 1 % DMSO-haltigem Inkubationsmedium) mitgeführt. Darüber hinaus 
werden Zellen in einer zweiten Positivkontrolle einer 2-minütigen Bestrahlung mit 
UV-B-Licht (λ = 312 nm; E = 448 J/cm²) ausgesetzt. UV-Inkubator vorher 10 min ein-
brennen lassen. 
Der Rest der Zellinkubation und Aufarbeitung erfolgt analog zu dem in Abschnitt 6.10.1 be-
schriebenen Protokoll. 
6.11.2.2 Auftrennung der zellulären Proteine mittels diskontinuierlicher SDS-PAGE 
Aufgrund des mit 14 kDa sehr geringen MG von H2AX wird im Zuge der Elektrophorese ein 
Trenngel mit einem Acrylamid-Anteil von 15 % eingesetzt. Zur Auftrennung von α-Tubulin 
wird wie auch zuvor ein 12%iges Polyacrylamidgel eingesetzt (siehe Tabelle 6.10). 
Unabhängig vom MG der Proteine und dem AA-Anteil im Trenngel wird als Sammelgel 
immer ein AA-Anteil von 4 % eingesetzt. Die Zusammensetzung und die Pipettierschemata 
für ein 4%iges Sammel- sowie für ein 12%iges und 15%iges Trenngel sind in Tabelle 6.11 an-
gegeben. Die Angaben beziehen sich jeweils auf die Herstellung eines Sammel- bzw. Trenn-
gels mit den Maßen (B x H x T = 8,3 cm x 7,3 cm x 0,01 cm). 
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Tabelle 6.10: Molekulargewichte (MG) der untersuchten Zielproteine und 
 die zur Auftrennung benötigte Acrylamid-(AA)-Anteil im Trenngel. 
Zielprotein MG [kDA] AA-Anteil im Trenngel [%] 
H2AX 14 15 
γ-H2AX 14 15 
α-Tubulin 54 12 
 
Tabelle 6.11: Zusammensetzung des Sammel- bzw. Trenngels 
Komponente 
Trenngel 12 % 
AA-Anteil 
Trenngel 15 % 
AA-Anteil 
Sammelgel 4 % 
AA-Anteil 
H2O(bidest.) 1,72 ml 1,23 ml 1,2 ml 
1,5 M TRIS-Puffer (pH 8,8) 1,23 ml 1,23 ml - 
0,5 M TRIS-Puffer (pH 6,8) - - 0,5 ml 
Rotiphores-Lösung 
(Acrylamid-Lösung 37,5:1) 
1,97 ml 2,46 ml 0,5 ml 
SDS-Lösung (10 %) 49,2 µl 49,2 µl 20 µl 
APS-Lösung (10 %) 
Radikalstarter 
24,6 µl 24,6 µl 20 µl 
TEMED 
(N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylendiamin) 
Stabilisator 
2,46 µl 2,46 µl 2 µl 
Alle nachfolgenden Schritte sowohl bezüglich der Versuchsdurchführung als auch hinsicht-
lich der Auswertung der Ergebnisse erfolgen analog zu den in den Abschnitten 6.10.3 bis 
6.10.4 dargelegten Durchführungsprotokollen. 
6.11.3 Untersuchungen zum Platinierungsstatus der DNA 
Zur näheren Charakterisierung des DNA-schädigenden Potenzials der Pt-Präparationen 
wurden des Weiteren Untersuchungen bezüglich einer direkten Wechselwirkung der 
Partikel mit der DNA von HT29-Zellen exemplarisch anhand der Pt-NP < 20 nm unter-
nommen. Hierzu erfolgte im Anschluss an die Partikelinkubation in 10 % FKS-haltigem 
Medium eine Isolierung der DNA mithilfe eines kommerziellen DNA-Extraktionskits 
(DNeasy® Blood & Tissue Quantification Kit, Qiagen). Nach fotometrischer Bestimmung der 
Reinheit und des Gehalts der DNA wurde diese verascht und der DNA-assoziierte Pt-Gehalt 
mittels ICP-MS ermittelt. Die in diesem Zusammenhang durchgeführten ICP-MS-
Bestimmungen wurden von Dr. Ch. Hartinger am Institut für Anorganische Chemie der 
Universität Wien vorgenommen. 
6.11.3.1 Zellkultivierung und Partikelinkubation 
Durchführung 
 In Abhängigkeit von der darauffolgenden Inkubationsdauer 3,0 x 106 (24 h) oder 
3,5 x 106 (1 h bzw. 4 h) HT29-Zellen in einer Gewebekulturschale (Ø = 15 cm) aus-
streuen und für 48 h bis zu einer Konfluenz von etwa 80 % anwachsen lassen. Die 
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Kultivierung der Zellen erfolgt in 20 ml Zellkulturmedium bei 37 °C, 5 % CO2 und 
95 % relativer Luftfeuchtigkeit. 
 Zellen mit 35,5 ml der nach SOP (siehe Abschnitt 6.3.2) suspendierten Pt-NP < 20 nm 
über einen Konzentrationsbereich von 0,01 – 1000 ng/cm² inkubieren. Als Positiv-
kontrolle wird Cisplatin in einer Endkonzentration von 10 µM (in 1 % 
DMSO-haltigem Inkubationsmedium) mitgeführt. 
 Nach Ablauf der Inkubationszeit Medium abgießen und zur Entfernung von 
Partikel- und Mediumresten 3 x mit 5 ml eiskaltem PBS waschen. Während des 
dritten Waschgangs die PBS-Rückstände sorgfältig abpipettieren. 
 Zellen mit 2,5 ml Trypsin für 2 min im Brutschrank inkubieren. 
 Trypsin durch Zugabe von 5 ml 10 % FKS-haltigem Medium inaktivieren. 
 Zellen nach mehrmaligem Abspülen in ein auf Eis gelagertes 15 ml Zentrifugen-
röhrchen überführen. 
 Viabilitätsbestimmung mittels Trypanblauausschluss (siehe Abschnitt  6.8.1). Die 
Viabilität der Zellen soll hierbei nicht unter 80% liegen.  
 5 x 106 Zellen in ein 1,5 ml Reagiergefäß überführen und bei 420g und 4 °C für 
10 min abzentrifugieren.  
 Überstand verwerfen und das Zellpellet 2 x durch vorsichtiges Resuspendieren in 
200 µl eiskaltem PBS waschen. 
 Im Anschluss daran wird das Zellpellet nochmals in 200 µl eiskaltem PBS re-
suspendiert und kann dann für die DNA-Isolierung eingesetzt werden. 
6.11.3.2 DNA-Isolierung und Quantifizierung 
Durchführung 
Die DNA-Isolierung wird mithilfe des kommerziell erhältlichen DNeasy® Blood & Tissue 
Kit (Qiagen) anhand des Protokolls „Purification of Total DNA from Animal Blood or Cells“ 
durchgeführt. Dabei wird im Anschluss an die Lyse der Zelle mittels Proteinase K und 
Lysepuffer die freigesetzte DNA an das Säulenmaterial der SPE-Säulen gebunden. Nach ver-
schiedenen Waschschritten erfolgt schließlich die Elution der gereinigten DNA durch einen 
Elutionspuffer mit unterschiedlicher Salzkonzentration [DNeasy Blood & Tissue Handbook 
2006]. Der schematische Ablauf der DNA-Isolierung ist in Abbildung 6.23 gezeigt. 
 Die resuspendierte Zellsuspension mit 20 µl Proteinase K versetzen. 
 Anschließend 200 µl AL-Puffer zugeben, gründlich durchmischen (vortexen) und 
zur Lyse der Zellen für 10 min bei 56 °C inkubieren. 
 200 µl 96%iges Ethanol (unvergällt) zugeben und mit der Zellsuspension gründlich 
durchmischen. 
 Anschließend die PSE auf ein steriles 2 ml Reagiergefäß setzen und das Zelllysat 
mithilfe einer Pipette auf die Säule geben. 
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 Zelllysat bei RT und 10000g für 1 min zentrifugieren. Durchfluss und Reagiergefäß 
verwerfen. 
 SPE-Säule auf ein neues steriles 2 ml Reagiergefäß setzten und 500 µl des 
AW1-Puffers aufgeben.  
 SPE-Säule bei RT und 10000g für 1 min zentrifugieren. Durchfluss und Reagiergefäß 
verwerfen. 
 SPE-Säule auf ein neues steriles 2 ml Reagiergefäß setzten und 500 µl des 
AW2-Puffers aufgeben.  
 Zum Trocknen der Extraktionsmembran SPE-Säule bei RT und 20000g für 3 min 
zentrifugieren. Durchfluss und Reagiergefäß verwerfen. 
 Anschließend SPE-Säule auf ein neues 2 ml Reagiergefäß setzen und 200 µl 
AE-Puffer direkt auf die Säulenmembran geben. Für 1 min bei RT inkubieren und 
anschließend die DNA durch eine 1-minütige Zentrifugation bei RT und 10000g 
eluieren. 
 Den letzten Schritt zur Erhöhung der DNA-Ausbeute wiederholen. 
 Anschließend die eluierte DNA auf Eis stellen und für die Quantifizierung bereit-
halten oder bei -20 °C lagern. 
Die Quantifizierung des DNA-Gehalts bzw. die Bestimmung erfolgt, analog zu derjenigen 
der RNA (siehe Abschnitt 6.9.3.2), mithilfe eines Spektralfotometers (Nanodrop® 2000c; 
PeqLab). Die Reinheit wird dabei anhand der Absorptionsverhältnisse bei den Wellenlängen 
λ = 260 nm zu λ = 280 nm (A260/A280) sowie λ = 260 zu λ = 230 nm (A260/A230) bestimmt. In 
diesem Zusammenhang gibt das Verhältnis A260/A280 die Verunreinigung mit nicht ab-
getrennten Proteinen an, da diese ein Absorptionsmaximum bei λ = 280 nm aufweisen. Eine 
ausreichende Reinheit der DNA-Proben ist bei einem A260/A280-Verhältnis im Bereich 1,9-2,3 
und einem A260/A230 von mindestens 1,8 gegeben [DNeasy Blood & Tissue Handbook 2006]. 
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Abbildung 6.23: Schematische Darstellung der DNA-Isolierung aus HT29-Zellen mithilfe von SPE-Säulen  
[modifiziert nach DNeasy Blood & Tissue Handbook 2006]. 
6.11.3.3 Veraschung der Proben und Quantifizierung des Pt-Gehalts 
Durchführung 
 Im Anschluss an die Bestimmung des DNA-Gehalts und der Reinheit wird eine 
definierte DNA-Menge verascht. 
 350 µl des DNA-Eluats in ein neues mit Sicherheitsverschluss versehenes 2 ml 
Reagiergefäß überführen und bei 80 °C in einem Heizblock bis zur vollständigen 
Trockene eindampfen. 
 Pro Probe je 100 µl konzentrierte HNO3 (suprapurum) und 100 µl H2O2 
(suprapurum) zugeben und bei geschlossenem Deckel und RT für 1 h auf die Probe 
einwirken lassen. 
 Anschließend die Proben über Nacht (mindesten 8 h) bei geöffnetem Deckel und 
80 °C veraschen. 
 Rückstand in 3 ml HCl aufnehmen und den Pt-Gehalt mittels ICP-MS bestimmen. 
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Auswertung 
Zur Bestimmung des Ausmaßes der DNA-Platinierung wird der mittels ICP-MS ermittelte 
Pt-Gehalt auf die bei der Veraschung eingesetzte DNA-Menge normiert und in Form von 
Femtomol Pt pro Mikrogramm DNA angegeben. Im Anschluss daran können die MW und 
SD der einzelnen Konzentrationsstufen gebildet werden und signifikante Unterschiede zur 
Kontrolle (Pt = β-CD; Cisplatin = 10 % FKS-haltiges Medium) mithilfe des Students t-Tests 
berechnet werden. 
Reagenzien 
PBS: eiskalt (siehe Abschnitt 6.5.2.7) 
Trypsin:  (siehe Abschnitt 6.5.2.7) 
DMEM: 10 % FKS, 1 % P/S (siehe Abschnitt 6.5.2.7) 
DNeasy® Blood and Tissue Kit: 
(Qiagen) 
AW1-Puffer 
AW2-Puffer 
AL-Puffer  
AE-Puffer 
Proteinase K 
 
 
(ethanolfrei) 
 
40 mAU/mg Protein 
 
 Alle benötigten Reagenzien, SPE-Säulen und Reagier-
gefäße sind im Kit enthalten. 
Ethanol: 96 – 100 % (v/v) unvergällt  
Salpetersäure (HNO3): 65 % (v/v) suprapurum  
Wasserstoffperoxid (H2O2): 30 % (v/v) suprapurum  
Salzsäure (HCl): 5 % (v/v) subboiled  
6.12 Untersuchungen zum intestinalen Transport von Platin 
Als stark vereinfachtes Modell einer intestinalen Barriere wurden Caco-2-Zellen mithilfe des 
Millicell® Systems kultiviert und Untersuchungen zum potenziellen Transport über diese 
anhand des in zwei Kompartimente unterteilten Systems durchgeführt (siehe Abbildung 
6.24). Die humane Kolonkarzinomzelllinie Caco-2 ausgewählt, da diese Zellen nach 
21-tägiger Ausdifferenzierung Charakteristika des Dünndarmepithels aufweisen und zu 
einem Monolayer unter Ausbildung von tight junctions heranwachsen [Hidalgo et al. 1989]. 
Die Untersuchungen basieren darauf, dass die Vertiefungen der 24-Lochplatte durch die 
eingesetzten Inserts, die mit einer porösen Membran (Porengröße 0,4 µm) ausgestattet sind, 
in ein apikales und ein basolaterales Kompartiment unterteilt werden. Die auf der Membran 
kultivierten Zellen bilden die eigentliche Barriere. Im Anschluss an eine apikale Substanz-
inkubation kann schließlich der Transport von einem in das andere Kompartiment bestimmt 
werden und so eine Aussage über eine theoretische Aufnahme gemacht werden.  
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Abbildung 6.24: Schematische Darstellung eines Transwell®-Systems mit kultiviertem Caco-2-Monolayer 
Zur Durchführung des Experiments wurden die Caco-2-Zellen auf einer Polykarbonat-
membran ausgestreut und nach Ausdifferenzierung für 24 h mit Pt-NP < 20 nm über einen 
Konzentrationsbereich von 1 – 1000 ng/cm² inkubiert (≙ 1,75 ng/ml - 1,75 µg/ml bzw. 
8,9 nm - 8,9 µM). Im Anschluss an die Inkubation wurde der Pt-Gehalt im Medium des 
apikalen und basolateralen Kompartiments mittels ICP-MS bestimmt (siehe Abschnitt 6.12). 
Die ICP-MS Bestimmungen wurden von Dr. Ch. Hartinger am Institut für Anorganische 
Chemie der Universität Wien durchgeführt. Darüber hinaus wurde im Anschluss an die 
Partikelinkubation die Integrität des Monolayers anhand der Translokation des Fluoreszenz-
farbstoffs Lucifer Yellow (LY) überprüft. 
6.12.1 Zellkultivierung und Partikelinkubation 
Durchführung 
Während der Durchführung des Versuchs ist darauf zu achten, dass weder die Membran 
noch der Monolayer durch Berührungen mit der Spitze der Pasteurpipette beschädigt 
werden. Die Überprüfung der Integrität des Monolayers wird in Abschnitt 6.12.2 be-
schrieben. Während der Durchführung des Versuchs ist besonders im Zuge der Partikel-
inkubation und des Mediumwechsels darauf zu achten, dass solange sich im unteren 
Kompartiment Medium befindet, auch das obere Kompartiment befüllt ist, da ansonsten der 
Monolayer aufgrund des hydrostatischen Drucks beeinträchtigt werden kann. 
 Die Membrane der 24-Lochplatte 24 h vor der Zellkultivierung mit 0,4 ml (apikales 
Kompartiment) bzw. 0,8 ml (basolaterales Kompartiment) 10 % FKS-haltigem 
Medium bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % relativer Luftfeuchtigkeit im Brutschrank 
äquilibrieren. 
 Anschließend das Medium aus beiden Kompartimenten mit einer sterilen 
Pasteurpipette absaugen und die unteren Kompartimente mit jeweils 0,8 ml 
frischem Medium versehen. 
 In das obere Kompartiment jedes Lochs 6 x 104 Caco-2-Zellen in 0,4 ml 10 % 
FKS-haltigem Medium ausstreuen und für 21 Tage bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % 
relativer Luftfeuchtigkeit im Brutschrank ausdifferenzieren lassen. Alle 2 Tage wird 
ein Mediumwechsel durchgeführt. 
 Nach Ablauf der Kultivierungsphase Medium mithilfe einer sterilen Pasteurpipette 
absaugen und Caco-2-Zellen mit 0,4 ml der nach SOP (siehe Abschnitt 6.3.2) 
suspendierten Pt-NP < 20 nm über einen Konzentrationsbereich von 1 – 1000 ng/cm² 
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für 24 h inkubieren. Anschließend in das untere Kompartiment 0,8 ml Medium 
geben. 
 Nach Ablauf der Inkubationszeit jeweils 300 µl des Inkubationsmediums im 
apikalen Kompartiment und 700 µl des Inkubationsmediums im basolateralen 
Kompartiment abnehmen und bei 4 °C und 20000g für 1 h zentrifugieren. 
 Anschließend je 200 µl der Proben der apikalen und 600 µl der Proben der 
basolateralen Kompartimente vorsichtig abnehmen und zur Bestimmung des 
Pt-Gehalts mittels ICP-MS einsetzen. Eine Zwischenlagerung der Proben bei -80 °C 
ist möglich. 
6.12.2 Überprüfung der Integrität des Caco-2-Monolayers 
Die Kontrolle der Integrität des Caco-2-Monolayers ist ein wichtiges Kriterium zur Be-
urteilung der Ergebnisse, da durch das Absaugen des 
Mediums sowohl der Zellrasen als auch die Transwell-
Membran beschädigt werden können, was zu falschen 
Translokationsraten führen kann. Prinzipiell stehen zwei 
Methoden zur Integritätskontrolle des Monolayers zur 
Verfügung: zum einen kann diese durch Messung des 
transepithelialen Widerstands (trans epithelial electric 
resistance; TEER) mithilfe eines Voltohmmeters, zum 
anderen durch die in der vorliegenden Arbeit an-
gewandte Bestimmung des Transports des Fluoreszenz-
farbstoffs Lucifer Yellow (LY) ermittelt werden (siehe 
Abbildung 6.25). 
Durchführung 
 Nach Entnahme der Probe beide Kompartimente 2 x vorsichtig mit 37 °C warmen 
HBSS waschen. 
 Zuerst ins apikale Kompartiment 0,4 ml der LY-Lösung geben. Anschließend ins 
untere Kompartiment 0,8 ml HBSS geben. 
 Anschließend die 24-Lochplatte für 1 h bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % relativer Luft-
feuchtigkeit im Brutschrank inkubieren. 
 Nach Ablauf der Inkubationszeit 100 µl des HBSS-Puffers auf basolateraler Seite 
entnehmen, in eine 96-Lochplatte überführen und den LY-Gehalt fluorimetrisch in 
Form von relativen Fluoreszenzeinheiten (relative fluorescence units, RFU) mithilfe 
eines Mikrotiterplattenlesegeräts messen (Anregung bei λ = 485 nm, Emission bei 
λ = 535). 
 Zusätzlich dazu wird der Blindwert von reinem HBSS sowie die Fluoreszenz einer 
33,3 µg/ml LY-Lösung in HBSS (Equilibrium-Konzentration) bestimmt. 
Abbildung 6.25: Strukturformel von Lucifer 
Yellow (LY) 
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Auswertung 
Zur Beurteilung der Integrität des Monolayers wird der prozentuale Transport berechnet. 
Dazu muss zuvor neben dem Blindwert die Fluoreszenz der sogenannten Equi-
librium-Konzentration bestimmt werden. Diese entspricht einer Gleichverteilung der 
Konzentration über beide Kompartimente und berechnet sich anhand von Gleichung (6.9), 
was im Falle der 24-Lochplatte in einer Konzentration von 33,3 µg/ml resultiert (siehe 
Gleichung (6.9)). 
 
              
                   
                      
  
               
             
            (6.9) 
Die Berechnung des prozentualen Transports   -            kann anschließend mithilfe 
von Gleichung (6.10) erfolgen. 
                  
                     
                           
     (6.10) 
In Anlehnung an die Veröffentlichung von Gres et al. [1998] wurden lediglich die 
Monolayer als intakt anerkannt, die nach 1-stündiger Inkubation eine Transportrate von 
<-1 % aufwiesen. Kompartimente, die eine Transportrate von > 1 % aufwiesen, wurden daher 
nicht in die Auswertung der Untersuchungen mit einbezogen. 
6.13 Untersuchungen zur Bildung löslicher Pt-Spezies 
Im Zuge der Untersuchungen zum genotoxischen Potenzial der Pt-Partikel, aber auch im 
Zusammenhang mit den Messungen zum intestinalen Transport wurde die Frage nach der 
Bildung löslicher Pt-Spezies im Medium aufgeworfen.  
Zum Nachweis der partiellen Löslichkeit von Pt-NP wurden weitere Untersuchungen 
durchgeführt, in denen der Pt-Gehalt im Mediumüberstand zum einen unmittelbar, zum 
anderen nach 3-, 6- und 24-stündiger Inkubation bei 37 °C mittels ICP-MS bestimmt wurde. 
In diesem Zusammenhang wurden nicht gelöste, solide Pt-NP im Anschluss an die Partikel-
inkubation durch Zentrifugationsschritte bei 100000g abgetrennt. Dabei wurde der Pt-Gehalt 
im Mediumüberstand sowohl direkt ohne zusätzlichen Zentrifugationsschritt als auch nach 
1- bzw. 24-stündiger Zentrifugation bei 100000g bestimmt. Im Anschluss an die Zentri-
fugation wurde der Probe jeweils ein geringes Aliquot aus dem oberen Drittel entnommen 
und der Pt-Gehalt mittels ICP-MS bestimmt. Die ICP-MS-Bestimmungen wurden von Dr. 
Ch. Hartinger am Institut für Anorganische Chemie der Universität Wien durchgeführt. Zur 
Erfassung eines potenziellen Einflusses der HT29-Zellen auf die Bildung von löslichen 
Pt-Spezies wurde der Versuchsansatz sowohl mit als auch ohne Zellen durchgeführt. 
 
Durchführung 
 In Abhängigkeit von der darauffolgenden Inkubationsdauer 1,2 x 106 (24 h) oder 
2,0 x 106 (1 h) HT29-Zellen in einer Gewebekulturschale (Ø = 6 cm) ausstreuen und 
für 48 h bis zu einer Konfluenz von etwa 80 % anwachsen lassen. Die Kultivierung 
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der Zellen erfolgt in 5 ml Zellkulturmedium bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % relativer 
Luftfeuchtigkeit (beim Versuchsansatz ohne Zellen entfällt dieser Schritt). 
 Zellen bzw. leere Gewebekulturschalen mit 100 ng/cm² der nach SOP (siehe Ab-
schnitt 6.3.2) suspendierten Pt-NP < 20 nm inkubieren. Die Inkubation der Zellen 
wird mit den Proben begonnen, für die die längste Expositionszeit vorgesehen ist, 
sodass alle Proben gleichzeitig aufgearbeitet werden können.  
 Die Proben mit einer Inkubationszeit von 0 h werden unmittelbar vor dem Zentri-
fugationsschritt für die Zeit, die zur Aufarbeitung der restlichen Proben benötigt 
wird, im Brutschrank inkubiert (etwa 5 min). 
 Nach Ablauf der Inkubationszeit 10 ml des Mediumüberstands abnehmen, gründ-
lich durchmischen und zwei Aliquote mit einem Volumen von 1,3 ml und 5 ml für 
1 h bzw. 24 h bei 100000g zentrifugieren. Ein drittes Aliquot entnehmen und direkt 
ohne Zentrifugation bei -80 °C lagern. 
 Unmittelbar nach der Zentrifugation jeweils 1 ml des Mediumüberstand abnehmen 
und bis zur ICP-MS-Messung bei -80°C lagern. 
 Pt-Gehalt des Mediumüberstands mittels ICP-MS bestimmen. 
Auswertung 
Zur Beurteilung, inwieweit eine Bildung löslicher Pt-Spezies im Mediumüberstand vorliegt, 
werden die MW mehrerer ICP-MS-Bestimmungen gebildet und die dazugehörigen SD be-
stimmt. Anschließend können mithilfe des Students t-Tests signifikante Unterschiede zur 
jeweiligen Kontrolle sowie zwischen den verschiedenen Zentrifugationsschritten berechnet 
werden. 
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Abstract 
Abstract Deutsch 
Im Mittelpunkt toxikologischer Bewertungen nanostrukturierter Materie stand bislang vor-
nehmlich das von einer Inhalation ausgehende Gesundheitsrisiko, wohingegen mögliche 
Auswirkungen infolge einer oralen Aufnahme lediglich in geringem Maße betrachtet 
wurden. Vor dem Hintergrund eines zunehmenden Einsatzes in Konsumgütern gewinnt die 
Frage nach den potenziellen Auswirkungen solcher Materialien auf den Gastrointestinaltrakt 
(GIT) immer größere Bedeutung. Im Fokus der hier vorliegenden Arbeit stand daher die 
toxikologische Relevanz amorpher Silica-Nanopartikel (SiO2-NP) und Platin-Nanopartikel 
(Pt-NP) in Zellen des GIT (HT29-Zellen). 
Es konnte gezeigt werden, dass SiO2-NP durch HT29-Zellen aufgenommen werden, wobei 
jedoch keine Translokation der Partikel bis in den Zellkern stattfand. Zytotoxische Effekte 
konnten in Abhängigkeit von der Serumkonzentration des Inkubationsmediums verzeichnet 
werden. Während die SiO2-NP in 1 % FKS-haltigem Medium eine zeit- und konzentrations-
abhängige Zunahme der Zytotoxizität erkennen ließen, waren nach einer Inkubation in 10 % 
FKS-haltigem Medium keine Auswirkungen auf die Viabilität festzustellen. Dementgegen 
konnte in 10 % FKS-haltigem Medium eine leichte Stimulierung des Zellwachstums nach-
gewiesen werden. Des Weiteren wurden eine zeitabhängige Zunahme des zellulären 
Glutathiongehalts (GSH) sowie ein Anstieg der Transkription der γ-Glutamylcysteinligase 
(γ-GCL) verzeichnet, was auf eine de novo Synthese von GSH hindeutet. In diesem Zu-
sammenhang konnte weiterhin gezeigt werden, dass die biologischen Effekte nicht direkt 
durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS), sondern indirekt durch eine Beeinflussung der 
extrazellulär signalregulierten Proteinkinase 1/2 (ERK1/2) vermittelt werden. Darüber hinaus 
ließen Untersuchungen zur Integrität der DNA keine substanzielle DNA-Schädigung er-
kennen. 
Analog zu den SiO2-NP konnte eine Aufnahme von Pt-NP durch HT29-Zellen nach-
gewiesen werden, wobei auch hier keine Translokation in den Kern festgestellt werden 
konnte. Bezüglich der genotoxischen Wirkung der Pt-NP konnte eine zeit- und 
konzentrationsabhängige Zunahme von Pt-DNA-Addukten sowie die Bildung löslicher 
Pt-Spezies im Überstand des Inkubationsmediums beobachtet werden. Darüber hinaus 
ließen Untersuchungen zum Phosphorylierungsstatus des Histons H2AX erkennen, dass die 
verzeichneten DNA-Schäden nicht auf der Ausbildung von Doppelstrangbrüchen beruhen. 
Zusammenfassend weisen die erhobenen Daten auf ein toxikologisches Potenzial der 
Nanomaterialien in Zellen des GIT hin. Gleichzeitig wurde die Notwendigkeit weiterer 
Untersuchungen zur Aufklärung zugrunde liegender Wirkmechanismen deutlich. 
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Abstract English 
To date, the toxicological evaluation of nanostructured material focussed primarily on health 
risks emerging from inhalation, whereas the potential impact upon oral uptake was given 
only little consideration. However, the increasing number of applications in consumer prod-
ucts gives rise to examine the potential impact of adverse health effects on the gastrointesti-
nal tract (GIT). Hence, the focus of the present study was on the evaluation of the toxicologi-
cal relevance of amorphous silica nanoparticles (SiO2-NP) and platinum nanoparticles 
(Pt-NP) in cells originating from the GIT (HT29 cells). 
SiO2-NP were found to be taken up by HT29 cells. However, no translocation into the nu-
cleus could be observed. Cytotoxic effects seemed to depend on the serum concentration of 
the incubation medium. While incubation with medium containing 1 % FCS displayed a 
time- and concentration-dependent increase of cytotoxicity, particle incubation with medium 
containing 10 % FCS had no impact on the viability of the cells. In contrast, a slight stimula-
tion of cell growth could be stated after incubating particles with medium containing 10 % 
FCS. Furthermore, a time-dependent increase of cellular glutathione (GSH) levels as well as 
an increase of gene transcription of γ-glutamylcysteine ligase (γ-GCL), indicative for a 
de novo synthesis of GSH, became apparent. It was further demonstrated, that the biological 
effects were not mediated directly by the generation of reactive oxygen species (ROS) but in-
directly by influencing the extracellular signal-regulated kinases 1/2 (ERK1/2). Additionally, 
investigations regarding the DNA-integrity revealed no substantial (oxidative) DNA-
damage. 
Similar to the SiO2-NP, Pt-NP were taken up by HT29 cells, yet translocation into the nu-
cleus did not occur. With respect to the genotoxic effects of the Pt-NP, a time- and concentra-
tion-dependent increase of Pt-DNA-adducts could be identified as well as a formation of 
soluble Pt-species in the supernatant of the incubation medium. In addition, studies on the 
phosphorylation status of the histone H2AX indicated that the observed damage of the DNA 
integrity seemed not to be caused by an induction of double strand breaks. 
In summary, the data of this thesis indicate a toxicological relevance of nanomaterials in 
cells originating from the GIT and hint to the need for further studies to investigate the un-
derlying mechanisms of action. 
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Formelverzeichnis 
Lineare Regression:         nach Origin 8.0 mit Messpunkten (x/y) 
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IC50-Wert: 
     
    
 
 
 
 
Fehler des IC50-Werts (mIC50): 
      
   
 
 
 
 
        
    
  
 
 
       
 
 
Arithmetischer Mittelwert (  ): 
   
    
 
 
 
 
Standardabweichung (σn-1): 
       
 
   
         
 
   
 
 
 
Ausreißertest nach Nalimov (r): 
  
      
    
  
 
   
 
Ausreißerkriterium: x* = Ausreißer wenn r > 
 
 
 
 
Signifikanzberechnung Students t-Test: 
Freiheitsgrade (f): 
        
n= Anzahl der Kontrollgruppe 
m = Anzahl der Probengruppe 
 
1,409 bei n = 3 
1,645 bei n = 4 
1,757 bei n = 5 
1,814 bei n = 6 
1,848 bei n = 7 
1,870 bei n = 8 
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gewichtete Varianz (s2): 
   
       
         
 
 
 
sx2 = Varianz der Kontrollgruppe (SD2) 
sy2 = Varianz der Probengruppe 
t-Prüfgröße (t): 
   
   
   
    
 
 
wenn t-Prüfgröße > f, dann signifikanter Unterschied 
 
 
 
      
Freiheits-
grade (f) 
t für einseitigen 
Vertrauensbereich 
t für zweiseitiger 
Vertrauensbereich 
 
0,95 0,99 0,95 0,99 
1 6,314 31,821 12,706 63,657 
2 2,92 6,965 4,303 9,925 
3 2,353 4,541 3,182 5,841 
4 2,132 3,747 2,776 4,604 
5 2,015 3,365 2,571 4,032 
6 1,943 3,143 2,447 3,707 
7 1,895 2,998 2,365 3,499 
8 1,86 2,896 2,306 3,355 
9 1,833 2,821 2,262 3,25 
10 1,812 2,764 2,228 3,169 
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